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Resumen
Se ha estudiado la influencia de varios excipientes, de los más apropiados pa-
ra la administración parenteral: surfactantes (Tweenr80, Spanr85, lecticina de so-
ja), hidratos de carbono (manitol, glucosa, sorbitol), sacarina sódica, un polímero
aniónico (carboximetilcelulosa) e hidroxipropil- β-ciclodextrina en la solubilidad de
meloxicam en medios acuosos y en el tampón glicina-NaOH de pHs 7,4, 8,8 y 9,8.
A partir de los resultados de las pruebas de solubilidad de MLX, se han elabora-
do las formulaciones liofilizadas más adecuadas de meloxicam y amoxicilina. Dichas
formulaciones se realizaron mediante la disolución de ambos principios activos en
un tampón glicina-NaOH de pH 8,8 en presencia de sacarina sódica o hidroxipropil-
β-ciclodextrina. A continuación se realizó la caracterización física-química de las dos
formulaciones mediante distintas técnicas analíticas IR, XRD, SEM y el estudio de
inocuidad in vitro mediante pruebas de hemólisis y de precipitación. Asimismo se
realizó un estudio farmacocinético comparativo entre las formulaciones y sus disolu-
ciones control tras su administración intramuscular en ratones. Finalmente, se hizo
un estudio comparativo de la estabilidad de las formulaciones seleccionadas en dos
condiciones: de almacenamiento y aceleradas, también se realizó la estabilidad en
condiciones de utilización de las disoluciones obtenidas después de 24 horas tras la
reconstitución de los liofilizados.
iii
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Introducción
Los animales ofrecen multitud de beneficios al ser humano. Si bien los de compa-
ñía, deporte o trabajo satisfacen necesidades importantes en la sociedad actual, no
debemos dejar de considerar que la obtención de alimentos de origen animal ha sido
históricamente, y sigue siendo, uno de los pilares fundamentales en los que se ha
basado la alimentación humana. Asimismo, cabe destacar la importancia económica
de la actividad ganadera en nuestra sociedad.
Por todo ello, desde los tiempos en que comenzó la domesticación de los animales
y su crianza el hombre improvisó remedios para tratar de paliar el sufrimiento y la
pérdida de animales que ocasionaban las enfermedades, las lesiones o los accidentes.
Fruto de la experiencia y gracias al enorme progreso de las ciencias veterinarias
sobre el conocimiento, diagnóstico y tratamiento de las dolencias, nos encontramos
en un momento en el que, afortunadamente, se dispone de los medios necesarios
para que los animales de compañía, de producción, ocio y deporte e incluso los
animales silvestres, tengan a su disposición profesionales y herramientas que puedan
garantizar su adecuado estado de salud y bienestar.
No cabe duda de que la sanidad animal constituye un elemento crítico que tiene
una gran repercusión en el estado sanitario y de bienestar de los animales. Hoy día
como complemento a la pericia del profesional veterinario, existe en el mercado una
amplia gama de productos que contribuyen a mantener un buen estado de salud de
los animales, primero con el diagnóstico precoz de las enfermedades, pasando por la
prevención de las mismas y si ésta no ha sido posible, con el tratamiento adecuado.
En este contexto, merece ser destacada la contribución del desarrollo de medicamen-
tos como los antibióticos o las vacunas o de herramientas de diagnóstico que han
permitido prevenir, controlar y erradicar, en la medida de lo posible, enfermedades
persistentes y muy costosas para los ganaderos y que suponían un riesgo para la
salud pública.
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Además, el tratamiento y la prevención de las enfermedades conllevan una me-
jora en el estado de salud de los animales, evitando el sufrimiento derivado de las
mismas lo que influye positivamente en su bienestar. Un estado óptimo de salud es
la condición previa al complejo conjunto que integra el concepto de bienestar.
Por otro lado, la sanidad animal resulta fundamental para garantizar la salud
pública y la seguridad y abastecimiento de alimentos. Los animales sanos son im-
prescindibles para la obtención de unos alimentos seguros, de calidad y a precios
razonables que satisfagan las necesidades de la población. Algunas enfermedades
animales también plantean amenazas graves para la salud pública al ser transmi-
sibles al hombre desde los animales (zoonosis), bien directamente o a través de los
alimentos como puedan ser tuberculosis, brucelosis, salmonelosis, listeriosis, etc. En
este sentido, los programas sanitarios coordinados entre las diferentes administra-
ciones y los profesionales veterinarios, así como la disponibilidad de herramientas,
suponen un elemento clave a la hora de garantizar un elevado nivel de salud públi-
ca y de seguridad alimentaria reduciendo al mínimo la incidencia de enfermedades
con repercusión en la salud de los consumidores. Por otro lado, cabe destacar la
importancia estratégica de la sanidad animal en el marco de la sostenibilidad y
competitividad de la producción ganadera. De hecho, constituye una de las barreras
al comercio de animales vivos y productos de origen animal. Asimismo, la obtención
de animales sanos resulta fundamental para proporcionar unos alimentos de origen
animal seguros y de calidad a la industria agro-alimentaria, contribuyendo asimismo
a su competitividad y liderazgo en el entorno nacional e internacional. En los últimos
años se han producido graves crisis de sanidad animal que han tenido consecuencias
devastadoras en términos económicos tanto a nivel global como europeo y nacio-
nal. La gripe aviar, la fiebre aftosa, la enfermedad espongiforme bovina (EEB) o la
lengua azul son claros ejemplos de enfermedades que han provocado crisis que han
afectado de forma directa a la renta de los productores y han afectado negativamente
a la economía general de los países afectados como consecuencia de los problemas
de comercialización y de mercados. Igualmente, ante una crisis sanitaria, aumenta
la desconfianza de los consumidores, lo que conlleva un descenso del consumo.
Además de todo esto, la sanidad animal ayuda a preservar el medio ambiente.
Según datos de la OIE, las enfermedades serían responsables del 20% de las pérdidas
de la producción animal. Por tanto, de no controlarse, ello conllevaría que para
producir la misma cantidad de alimentos, se necesitarían muchos más animales. Ello
implicaría una mayor utilización de recursos naturales (terreno para producir
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materias primas, agua, etc.) y una mayor cantidad de residuos orgánicos que gestio-
nar.
Debido a esta importancia estratégica que tiene la sanidad animal por su reper-
cusión en la salud y bienestar animal, salud pública y seguridad alimentaria, el medio
ambiente y la economía rural, se ha puesto de manifiesto la necesidad de potenciar
una investigación, desarrollo tecnológico e innovación que permita dar respuesta a
las necesidades y restos sanitarios a los que se enfrentan las distintas especies y
modelos de producción existentes.
En este contexto, se impulsó la creación de la Plataforma Tecnológica Española
de Sanidad Animal (Vet+i) en Julio de 2008, con el objetivo de promover, a través
del trabajo conjunto de la comunidad científica, los sectores ganaderos, la profesión
veterinaria, la industria de sanidad animal y la Administración pública, el desarrollo
de nuevos productos y tecnologías innovadoras que contribuyan a paliar las necesi-
dades de la profesión veterinaria y los propietarios de animales de compañía y de
producción, lo que redundará en el beneficio de la sociedad en general.
Dada la importancia que tiene el llegar a obtener productos veterinarios de ca-
lidad hemos decidido trabajar en este campo.
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Objetivo y Planteamiento
Objetivo
El objetivo de esta tesis es la elaboración de nuevas formulaciones parenterales
liofilizadas de meloxicam (MLX) y amoxicilina sódica (AMX) de liberación inme-
diata para su uso veterinario.
Planteamiento
El planteamiento para la realización de este trabajo es el siguiente:
1. Selección de los excipientes y tampones con un rango de pHs entre 7,4-11,2
que aumenten la solubilidad acuosa de MLX.
2. Desarrollo las formulaciones de MLX y AMX mediante la técnica de liofiliza-
ción.
3. Caracterización físico-química y estudio de inocuidad in vitro de las formula-
ciones desarrolladas.
4. Realización de estudios comparativos de la farmacocinética de las formulacio-
nes mediante su administración intramuscular en ratones como animales de
experimentación.
5. Estudio de estabilidad en varias condiciones y de estabilidad en condiciones
de utilización de las formulaciones seleccionadas.
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Capítulo 1
Formas farmacéuticas parenterales en la me-
dicina veterinaria
Teniendo en cuenta los estudios realizados por Wood Mackenzie Global Consul-
tants [1] el mercado mundial de sanidad veterinaria movió cerca de 11 mil millones en
ventas en el año 2010. Dentro de las distintas especialidades tanto los anti-infecciosos
como los anti-parasitarios ocupan aproximadamente el 50% de la cuota de merca-
do. Los productos farmacéuticos destinados al ganado dominan el mercado de salud
veterinaria y cuentan con un 70% de las ventas.
Existen muchas similitudes entre las industrias farmacéuticas para uso veterina-
rio y para uso humano. Sin embargo encontramos también notables diferencias que
merecen la pena destacar. En el desarrollo de medicamentos para uso veterinario, la
evaluación de seguridad y eficacia es más rápida que en los de uso humano debido
a que se puede prescindir de estudios de preclínica y fase I clínica. A pesar de esta
ventaja el desarrollo de formulaciones para uso veterinario es complejo y diverso
debido a diferentes factores que a continuación se mencionan: sensibilidad de coste,
sensibilidad al clima, múltiples especies y razas, amplias variabilidades en el peso
animal, conveniencias y satisfacción de consumidores.
Entre los productos veterinarios comercializados, las formulaciones parentera-
les tienen una importancia relevante en la sanidad veterinaria. Aproximadamente el
33% del total de las formulaciones de uso veterinario corresponden a administración
parenteral [2, 3]. Las principales causas que justifican el tratamiento son: mejorar
infecciones respiratorias, conseguir una correcta alimentación, engorde, crecimiento
y mejora en la calidad de la leche de consumo. Para determinadas indicaciones el
desarrollo de nuevas formulaciones que incluyan dos o más principios activos para
administración única está cobrando cada vez mayor importancia y relevancia, debi-
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do a la efectividad que dota al proceso. También se debe destacar la comodidad que
supone tanto para el propietario como para el animal las limitadas administraciones
que deberán ser practicadas. Desde el punto de vista de la industria farmacéutica
debemos señalar que el desarrollo de nuevas formulaciones para determinadas pa-
tologías convenientemente justificadas incrementa su mercado así como facilita la
protección de sus patentes.
Las formulaciones parenterales son habitualmente administradas vía parenteral
de forma intramuscular o bien subcutánea [4]. La elección del sitio de administración
va a depender del tipo de animal y del tipo de patología que se vaya a tratar.
Por ejemplo, en industria ganadera, la inyección subcutánea será, habitualmente, la
primera vía de elección con el fin de minimizar los efectos secundarios producidos
en los sitios de inyección, así como la aparición de residuos en el músculo, que en
algunos casos conlleva pérdidas en la producción. Hay que tener en cuenta que en
animales utilizados para alimentación existe una necesidad imperiosa de administrar
cantidades suficientes de medicamentos que conlleven el efecto deseado pero sin
embargo que produzcan la menor cantidad posible de residuos, para que los tiempos
de espera se reduzcan al máximo. Pero este hecho, aún pareciendo sencillo, limita
en muchos casos la buena rentabilidad de algunos tratamientos.
El desarrollo de inyectables para uso veterinario es más complicado que los de
uso humano por varias razones. Una de las primarias razones es la tolerancia del
sitio de inyección (TSI). TSI es un tema común para ambas áreas de salud tanto
humana como veterinaria, sin embargo TSI en uso humano se puede sobrepasar
por el cambio de ruta de administración (i. e. por i. v.) o por la administración de
una menor cantidad de fármaco en el sitio (inyecciones múltiples) o por el uso de
nueva tecnología para aliviar el dolor en el sitio de inyección. En el caso de ganado,
la limitación económica no permite la aplicación de las opciones de dosis y nuevas
tecnologías de inyección. La administración parenteral con inyecciones múltiples para
animales no es siempre factible debido al coste de trabajo y el manejo. Cuanto más
se administran formulaciones cargadas de alta cantidad de fármaco para minimizar
las inyecciones múltiples, más alto es el riesgo de precipitación y baja tolerancia en
el sitio de inyección. La reacción del tejido local puede tener un efecto perjudicial en
la cantidad de fármaco absorbido desde el sitio de inyección [5, 6, 7]. En animales
de compañía, problemas de TSI crean dolor e hinchazón. En el ganado, TSI puede
causar impactos en la salud humana y la calidad de la carne para consumo. Por lo
tanto TSI es un factor importante que debe ser tenido en cuenta para ser valorado
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al principio del desarrollo del producto.
Las formulaciones que normalmente se utilizan se clasifican en función de su
aspecto físico: formas líquidas, sólidos y soluciones que se convierten en sólido en
el lugar en el que se administran actuando como reservorios. Cada formulación y la
forma de fabricación propuesta serán de relevante importancia. Los parámetros tanto
físico-químicos como farmacocinéticos poseen interés ya que de ellos depende en
muchos casos la cesión del medicamento y no debido al tipo de formulación que sea.
Las formulaciones tienen que ser tanto química, física, como microbiológicamente
estables.
La incorporación de coadyuvantes responde a la necesidad de obtener una forma
farmacéutica más segura, estable y eficaz. Por tanto, cualquier coadyuvante que se
incorpore tiene una finalidad muy clara y justificada.
Los coadyuvantes deben cumplir una serie de requisitos: deben tener gran pureza
física y química, han de estar lo más libres posible de bacterias y otros pirógenos.
Para ello se debe partir de materias primas de alta calidad, y poseer atoxicidad.
Deben ser perfectamente tolerados por el organismo, no deben interferir con los
principios activos, ni en su acción ni en su valoración, y deben ser estables durante
el periodo de validez del medicamento.
Algunos excipientes que se usan para la correcta formulación, preparación galé-
nica y mantenimiento del sistema físico-químico se mencionan a continuación:
Solubilizantes: pretenden aumentar la solubilidad del principio activo. Esto se
puede conseguir de varias maneras: buscando derivados más hidrosolubles del
fármaco, disminuyendo el tamaño de partícula, formando complejos hidrosolu-
bles, usando dispersiones sólidas o añadiendo cosolventes como, por ejemplo,
glicerina.
Viscosizantes: aumentan la estabilidad de la suspensión o facilitan la prepa-
ración de formulas de liberación controlada. Se usan derivados de la celulosa,
gelatina hidrolizada, polivinilpirrolidona (PVP) y monoestearato de aluminio.
Agentes tensioactivos: se usan muy poco por vía parenteral por motivos de
toxicidad. Deben ser no iónicos y se deben usar en pequeñísimas cantidades.
Los más usados son: fosfolípidos como la lecitina, polisorbatos como el Tween,
monooleatos de sorbitán como el Span, éteres de polioxietileno, aceites de
ricino polioxietilenados.
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Crioprotectores: mejoran las propiedades físicas de los polvos liofilizados y
protegen a los tejidos del crecimiento cristalino cuando se administran estos
polvos además de impedir que se produzca un choque osmótico. Se usan azú-
cares como glucosa y fructosa, aminoácidos y proteínas, electrolitos como el
cloruro sódico y disolventes no acuosos como la glicerina.
Las formas farmacéuticas parenterales son:
1.1. Formas líquidas
Se consigue una limitada absorción de fármacos hidrosolubles [8] interpuestos en
una matriz lipídica. Según estas limitaciones se desarrollan formulaciones líquidas
con características de suspensiones, emulsiones de fase externa acuosa u oleosa o
bien microemulsiones.
Estas formulaciones representan la tecnología más simple para la producción
y fabricación de formulaciones parenterales, sin embargo el estudio en cuanto a su
estabilidad puede considerarse el factor limitante, principalmente en las suspensiones
como en las emulsiones.
Existen distintas estrategias [8]. Las cuales se encuentran ampliamente estudia-
das en cuanto al uso de suspensiones y las estrategias que se deben utilizar con el
fin de hacer más efectiva la cesión del principio activo al organismo. Para ello se
utilizan los coadyuvantes mencionados anteriormente.
También se ha demostrado que las nanosuspensiones producen menor daño ti-
sular en el lugar de inyección que las suspensiones de carácter oleoso. Además por
sus características físicas las nanosuspensiones producen en algunos casos y según la
viscosidad que posean mejores niveles en cuanto al retraso en la cesión del producto.
La viscosidad es uno de los factores limitantes que puede jugar un papel impor-
tante en lo que respecta a la prolongación en la absorción del principio activo, cuya
difusión se vea retardada desde la matriz formada tras la inyección del producto.
Algunos viscosizantes importantes pueden ser por ejemplo de la familia del Carbo-
pol. Aunque la viscosidad debe ser estudiada con detenimiento ya que un exceso en
la proporción de viscosizante dificulta e incluso puede llegar a impedir la inyección
del producto.
Otro tipo de agentes tensioactivos que aumentan la viscosidad pueden ser por
ejemplo los fosfolípidos (lecitina, polisorbatos. . . ). Existen también otros espesantes
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como pueden ser Poloxamer 407, polivinilpirrolidona, carboximetilcelulosa o hidro-
xipropilcelulosa.
Otro tipo de formulaciones serán las emulsiones de fase externa acuosa en las
cuales pueden ir dispersados fármacos de carácter liposoluble. En caso de uso de la
vía parenteral se difundirá la parte acuosa de forma rápida dejando un depósito de
gotículas oleosas que actuarán como reservorios y que irán poco a poco cediendo
el principio activo al medio. En cada caso la eficacia de la formulación debe ser
estudiada teniendo en cuenta la variabilidad de datos de cesión en función del tamaño
de las gotículas.
Otros tipos de formulaciones para administración parenteral obteniendo una ce-
sión sostenida pueden ser los liposomas, pero en este caso podemos obtener dife-
rencias significativas en cuanto a la cesión del principio activo al torrente sanguíneo
tras la administración subcutánea o bien intramuscular.
1.2. Sistemas oleosos (soluciones oleosas, suspensiones y emul-
siones de fase externa oleosa)
Depende fundamentalmente del coeficiente de partición entre el agua y el aceite
1.3. Formulaciones que se convierten en sólidas en el lugar
de administración
Algunos fluidos se comportan de una manera conocida como plástica [9] no em-
piezan a fluir hasta que se haya aplicado un cierto esfuerzo (esfuerzo de cedencia).
También existen las sustancias tixotrópicas cuya viscosidad depende de la deforma-
ción angular inmediatamente anterior de la sustancia y tiende a solidificarse cuando
se encuentra en reposo. En nuestro ámbito, esa forma de solidificar haría convertirse
a la formulación líquida en reservorio sólido tras su inyección.
1.4. Formulaciones sólidas
Las formulaciones sólidas [8] en muchos casos, han conseguido una cesión durante
semanas, e incluso años. Los implantes sólidos, normalmente son fabricados a partir
de polímeros biodegradables, siliconas, bombas osmóticas implantables o sistemas
reservorios. Cada uno de los sistemas anteriormente propuestos ofrece ventajas y
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desventajas en cuanto a la retirada del producto, costes en investigación, desarrollo
y fabricación, resultados en cuanto a la liberación y duración del fármaco en el
organismo y compatibilidad entre la matriz y el fármaco.
Si se recurre a un dispositivo de cesión controlada de la sustancia activa, la selec-
ción de los materiales formadores de los sistemas en estas formulaciones es vital ya
que deben no sólo modular la cesión del fármaco sino ser altamente biocompatibles
y exentos de toxicidad, cualidades que deben aplicarse también a los productos de
degradación. Estos hechos reducen, considerablemente, el número de materiales em-
pleados. Desde hace treinta años, los polímeros derivados del ácido láctico y glicólico
son uno de los biomateriales de mayor aplicación biomédica, fundamentalmente el
copolímero derivado de los ácidos láctico y glicólico. Este hecho se basa en la exce-
lente biocompatibilidad de estos polímeros biodegradables junto con la ausencia de
toxicidad de sus productos de degradación. Las cadenas poliméricas son hidroliza-
das para formar metabolitos naturales que se eliminan del organismo por el ciclo de
Krebs. Dependiendo de su composición y del peso molecular, estos polímeros pueden
tener velocidades de degradación que van desde meses hasta años.
1.5. Polvos para inyección
Los polvos para inyección constituyen una categoría importante para formas
farmacéuticas de fármacos inestables en medio acuoso. Por ello, se comercializan
en forma de polvos para ser reconstituidos previamente antes de su administración,
con un vehículo adecuado. Los fármacos incluídos en esta categoría son antibióticos
betalactámicos, cefalosporinas y aciclovir [10].
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Capítulo 2
Meloxicam y Amoxicilina Sódica
La mastitis, enfermedad que se define como la inflamación de las glándulas ma-
marias, es una de las patologías que más frecuentemente afecta al ganado bovino
lechero [1, 2]. Su importancia económica se reconoce mundialmente y sigue siendo
la primera causa de uso de antibacterianos en medicina veterinaria. Un tratamiento
adecuado se basa, en gran medida, en que el fármaco debe tener un espectro apro-
piado, alcanzar concentraciones antimicrobianas sin afectar otros sistemas, lograr
una gran penetración a sitios infectados, abandonando rápidamente el sitio y sin
dejar residuos, además, debe ser activo en presencia de leche y pus. Asimismo, se
debe conseguir un mínimo de reducción en capacidad productiva ya que después
de sufrir mastitis la producción láctea se ve reducida del 9% a 45% [3]. Por todo
ello, se ha demostrado que es tan importante el uso de un antibacteriano como el de
un antiinflamatorio no esteroideo (AINE) para el tratamiento de mastitis [4, 5, 6].
Normalmente, no se publican los efectos de los antibióticos sobre la recuperación de
la producción láctea, los criterios de curación se limitan a informar sobre la cura
clínica o bacteriológica, o ambas. Esto se debe a que a menudo se olvidan de que
los antibacterianos solo tienen efecto a este nivel, sin capacidad de disminuir la in-
flamación o cambiar el pH de un medio o eliminar el pus y los detritus celulares [7].
Los AINEs contribuyen a una elevada eficacia de recuperación en la mastitis clínica
y mejora el porcentaje de recuperación de la producción láctea [8]. Éste último es
un indicador importante de la efectividad de un tratamiento, porque contempla el
grado de rehabilitación de la productividad del tejido glandular y por lo tanto re-
percute más en la relación de coste/beneficio de un tratamiento. Los AINEs como la
flunixina-meglumini, el piroxicam, el ketoprofeno y el meloxicam bloquean la libera-
ción de aminas vasoactivas(serotonina, histamina, cínicas), y seguramente también
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tiene efecto sobre la lipooxigenasa y ciclooxigenasa, con lo cual evitan la producción
de las prostaglandinasy de leucotrienos involucrados en la inflamación [9].
Actualmente a pesar del uso de las vacunas de los virus respiratorios y la aplica-
ción de las medidas preventivas, las infecciones respiratorias agudas siguen afectando
a gran medida en los bovinos, equinos y porcinos. En Europa, se calcula que el sín-
drome respiratorio bovino (BRD) provoca pérdida de hasta 576 millones de euro en
la industria bovina [10]. El 58% de las pérdidas relacionadas a esta enfermedad se
deben a la reducción del peso corporal, la mortalidad y los costes debido al trabajo
adicional (separación de los animales infectados, tratamientos). La enfermedad se
caracteriza por depresión, falta de apetito, fiebre, tos, trastornos nasales y dispepsia
[11]. El tratamiento convencional para BRD es normalmente basado en una terapia
antimicrobiana con la aplicación conjunta con mucolíticosy broncodilatadores [12].
Sin embargo, con el objetivo de reducir las respuestas inflamatorias, los antiinfla-
matorios esteroideos (AIE) y AINEs pueden ser administrados en combinación con
terapia antibiótica parenteral [13, 14]. Los AIEs tienen actividad antiinflamatoria
muy potente, pero también son potente supresores de sistema inmune. Mientras, los
AINEs no tienen efecto inmunosupresor en comparación con losAIEs y han demos-
trado su eficacia en inflamación y dolor. Varios AINEs, comercialmente disponibles,
por ejemplo, flunixina-meglumini (Finadyner), ketoprofeno (Ketofenr), tolfenami-
da (Tolfediner, Vetoquinolr) y Meloxicam (Metacamr) son licenciados para la ad-
ministración parenteral con la indicación como terapia adjunta con antibióticos en
mastitis e infecciones agudas.
Con el objetivo de desarrollar una formulación parenteral de terapia combinada-
para el tratamiento de mastitis e infecciones agudas en bovinos, equinos y porcinos,
se seleccionaron la amoxicilina sódica (AMX) y el meloxicam (MLX).
AMX es un antibiótico β-lactámico semisintético derivado de la penicilina, el cual
exhibe una actividad bactericida de amplio espectro contra Gram positivo y Gram
negativo [15, 16, 17]. AMX puede ser indicado para la administración parenteral en
muchas especies animales para el tratamiento de infecciones respiratorias, digestivas
y dermatológicas [18]. Además, AMX representa buena distribución en la glándula
mamaria [19, 20]. Por otro lado, según David y col. [21] AMX ha demostrado tener
una actividad anti bactericida fuerte contra diferentes especies de staphylococcus
y streptococcus como corinebacteria y escherichiacoli derivados de mastitis bovinas
por ejemplo: inhibe el crecimiento de 80% de 64 Staphylococcusaureusisolates a
concentración de 1.56 µg/ml y el crecimiento de 80% de 61 escherichiacoli a concen-
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tración de 6.25 µg/ml por lo tanto se puede indicar para el tratamiento de mastitis
bovina.
MLX es un nuevo AINE del grupo inhibidor COX-2 [22]. La revisión bibliográfi-
ca revela numerosos estudios demostrando la efectividad de MLX en el tratamiento
de mastitis y BRD. En el tratamiento de mastitis, una terapia combinada de MLX
y antibióticos demostró más eficacia que un tratamiento de soporte como adminis-
tración de oxitocina, de los fluidos intravenosos o extracción de leche [23]. En otro
estudio se concluyeron que el tratamiento de MLX y un antibiótico parenteral pa-
ra vaca lechera con síntomas de mastitis clínica producemenor aparición de células
somáticas que son indicadoras de infección bacteriana en la leche. Además el trata-
miento combinado reduce el riesgo de tener que sacrificar al animal en comparación
con el tratamiento de antibiótico solo [24]. Para la BRD, varios estudios sugierenque
el uso de MLX en una terapia conjunta con antibióticos es clínicamente más efectivo
que flumetasona o flunixina-meglumini, para modular las inflamaciones pulmonares
[25]. Y además la eficacia en la combinación de MLX con un antibiótico para tratar
BRD en vacas es superior que el tratamiento de antibiótico sólo o la combinación
de antibiótico con flumetasona [26, 27].
En este capítulo se va a realizar una descripción de los fármacos utilizados en
este trabajo, los cuales son amoxicilina sódica (AMX) como antibiótico contra las
infecciones agudas en bovinos, equinos y porcinos, y meloxicam (MLX) que es un
nuevo antiinflamatorio no esteroídico del grupo inhibidor COX-2 administrando con-
juntamente con el antibiótico para mejorar la efectividad del tratamiento.
2.1. Meloxicam
2.1.1. Descripción
MLX es un AINE del grupo del ácido enólico. Tiene un amplio espectro de
actividad antiinflamatoriacon menos irritación gástrica 7 y del tejido local que los
otros AINEs existentes antes de su descubrimiento [21]. Se ha demostrado que el
MLX es un potente inhibidor de COX-2 [27]. MLX es un polvo de color amarillo
claro, inodoro o prácticamente inodoro [28].
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2.1.2. Estructura química y características físico químicas
MLX es 4-hidroxi-2-metil-N-(5-metil-1,3-tiazol-2-yl)-2H-1,2-benzotiazina-3-
carboxamida 1,1-dioxido (Fig 2.1). Su fórmula química es C14H13N3O4S2 y su peso
molecular es 351.4 gramos/mol [29].
MLX es químicamente estable, no-higroscópico, no es fotosensible y log P (octanol-
agua) 3,43. [30].
MLX puede ser extraído por la cristalización a partir de los solventes orgánicos
como tetrahidrofurano. La estructura del MLX obtenida de esta forma es carac-
terizada por un equilibrio tautomérico de protones. pKa de MLX son 4,18 y 1,09
[21]. De esta forma, el comportamiento de ionización de MLX puede resumirse de
la siguiente manera: en solución acuosa a pH mayor de 4.18, MLX es ionizado y la
forma predominante es la forma aniónica; sin embargo a pH menor de 4.18, MLX
puede existir en forma enólica o zwitterionica; en el caso de un medio muy ácido, se
puede presentar en su forma catiónica.
CH3
N
S
OO
OHO
N
H
N
H3C
S
Figura 2.1. Estructura química de MLX
La solubilidad acuosa de MLX es escasa [28]. La solubilidad en solución acuosa
de los AINEs ácidos en el cual se incluye el MLX, es dependiente de pH: al reducir
el pH causa un aumento en el ratio de fármaco no-ionizado a ionizado causando
una disminución en la solubilidad. MLX es poco soluble en acetona, soluble en
dimetilformamida, muy poco soluble en etanol 96% y en metanol [28].
2.1.3. Propiedades farmacológicas
Grupo farmacoterapéutico: antiinflamatorios y antirreumáticos no esteroídicos
(oxicamas), código ATCvet: QM01AC06.
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Propiedades farmacodinámicas
MLX es un AINE del grupo de las oxicamas que actúa inhibiendo la síntesis de
prostaglandinas, ejerciendo de este modo efectos antiinflamatorios, antiexuda-
tivos, analgésicos y antipiréticos. MLX también tiene propiedades antiendotó-
xicas ya que ha demostrado inhibir la producción de tromboxano B2 inducido
por la administración de endotoxina de escherichiacoli en terneros y cerdos.
Datos farmacocinéticos
Absorción:
Después de una dosis única subcutánea de 0,5 mg de MLX/kg, se alcanzaron
valores de Cmax de 2,1 µg /ml al cabo de 7,7 horas en terneros rumiantes.
Después de una dosis única de 0,4 mg de MLX/kg por vía intramuscular, se
alcanzó un valor de Cmax de 1,1 a 1,5 µg/ml en 1 hora en cerdos.
Distribución:
Más del 98% del MLX se fija a las proteínas plasmáticas. Las mayores concen-
traciones de MLX se encuentran en hígado y riñón. Se detectan concentraciones
comparativamente bajas en músculo esquelético y en grasa.
Metabolismo:
MLX se encuentra predominantemente en el plasma. En bovino, MLX es asi-
mismo el producto mayoritario de excreción en la leche y la bilis, mientras que
la orina contiene solamente trazas del compuesto inalterado. En cerdos, la bilis
y la orina contienen solamente trazas del compuesto inalterado. MLX es me-
tabolizado a un alcohol, un derivado ácido y a varios metabolitos polares. Se
ha demostrado que todos los metabolitos principales son farmacológicamente
inactivos.
Eliminación:
MLX tiene una semivida de eliminación de 26 horas tras la inyección subcutá-
nea en terneros rumiantes. En cerdos, tras la administración intramuscular, la
semivida de eliminación plasmática es de aproximadamente 2,5 horas. Aproxi-
madamente el 50% de la dosis administrada se elimina por la orina y el resto
por las heces.
2.1.4. Indicaciones
Bovino
Para uso en infecciones respiratorias agudas con terapia antibiótica adecuada
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para reducir los síntomas clínicos en bovino.
Para el tratamiento de mastitis aguda como una terapia auxiliar, en combina-
ción con terapia antibiótica.
La administración es por vía subcutánea o intravenosa a una dosis de 0,5 mg
de MLX/kg peso vivo (equivalente a 10,0 ml/100 kg pero vivo).
Cerdo
Para uso en trastornos no infecciosos del aparato locomotor para reducir los
síntomas de cojera e inflamación.
Como terapia auxiliar en el tratamiento de la septicemia y la toxemia puerperal
(síndrome mastitis-metritis-agalactia) con terapia antibiótica adecuada.
La administración es única intramuscular a una dosis de 0,4 mg de MLX/ kg
peso vivo (equivalente a 2,0 ml/ 25 kg peso vivo). En caso necesario, se puede
administrar una segunda dosis de MLX después de 24 horas.
Ovino
Para aliviar la inflamación y el dolor en trastornos músculo-esqueléticos agudos
y crónicos. Para el alivio del dolor asociado el cólico equino.
Inyección única intravenosa a dosis de 0,6 mg de meloxicam/kg peso vivo.
2.2. Amoxicilina
2.2.1. Descripción
AMX es un antibiótico β-lactámico de amplio espectro perteneciente al grupo
de las aminopenicilinas. Químicamente es similar a la ampicilina.
Es un polvo muy blanco o casi blanco muy higroscópico.
AMX existe en el mercado en dos formas, que son las siguientes:
soluble en disolventes acuosos: AMX de sodio.
insoluble en disolventes acuosos: AMXtrihidrato.
2.2.2. Características físico químicas de AMX sódica
Solubilidad : Muy soluble en agua, bastante soluble en etanol, muy poco soluble
en acetona y prácticamente insoluble en cloroformo y éter [31].
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Conservación : En un envase hermético. Si la sustancia es estéril, en un envase
estéril, hermético y con cierre inviolable [32].
Estabilidad :La degradación de AMX es la típica que sufren todas las penicilinas.
En medio alcalino se descompone inicialmente por apertura del anillo β-lactámico,
y se convierte en ácido peniciloico. Este último compuesto pierde CO2 y forma ácido
peniloico. En medio ácido AMX se hidroliza primero a ácido penicilánico, el cual
absorbe a 320 nm, y sirve como reacción para distinguir ente AMX y ampicilina.
Compuestos que se forman en posteriores hidrólisis son: ácido penílico, ácido penál-
dico, penicilamina y peniloaldheído.
Las sustancias en las que se degrada AMX son las siguientes: ácido 6 - aminopeni-
cilánico; (5S) ácido amoxiloico y (5R) ácido amoxiloico; (5S, 6R) ácido amoxiciloico
y (5R, 6R) ácido amoxiciloico; L-amoxicilina; 2 - hidroxi - 3 - (4 - hidroxi) fenil-
pirazina; 4 - hidroxifenilglicilamoxiclina; amoxicilina (5R) piperazina-2’,5’-diona y
amoxicilina (5S) piperazina-2’,5’-diona; N-pivaloil-4-hidroxifenil-glicina y dímero de
amoxicilina [33].
La AMX materia prima seca, y los polvos de administración oral secos, y cápsulas
pueden mantener su actividad durante 5 años, aunque las fechas de caducidad suelen
ser de 3 años [34].
Figura 2.2.Mecanismo nucleofílico de degradación de la amoxicilina sódica: (I) amoxicilina
sódica; (II) amoxiciloilester; (III) ácido amoxiciloico; (IV) piperazinediona [35].
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2.2.3. Propiedades farmacológicas
AMX tiene acción bactericida y actúa frente a microorganismos Gram-positivos
y Gram-negativos, inhibiendo la biosíntesis y reparación de la pared mucopéptida
bacteriana. Código ATC vet: QJ01CA- Penicilinas de amplio espectro.
Propiedades farmacodinámicas
Mecanismo de acción: El mecanismo de la acción antibacteriano de la AMX
consiste en la inhibición de los procesos bioquímicos de síntesis de la pared
bacteriana, mediante un bloqueo selectivo e irreversible de diversas enzimas
implicadas en tales procesos, principalmente transpeptidasas, endopeptidasas
y carboxipeptidasas. La inadecuada formación de la pared bacteriana, en las
especies susceptibles, produce un desequilibrio osmótico que afecta especial-
mente a las bacterianas en fase de crecimiento (durante la cual los procesos
de síntesis de pared bacteriana son especialmente importantes), que conduce
finalmente a la lisis de la célula bacteriana.
Espectro de acción: Entre las especies consideradas sensibles a la AMX desta-
can.
Bacterias Gram-positivas:
• Estafilococos no productores de penicilinasa (cepas de Staphylococcusau-
reus, Staphylococcusspp.)
• Estreptococos (Streptococcussuis.).
• Clostridios (Clostridium perfringens, Clostridium tetani, Clostridium spp.).
• Arcanobacteriumspp.
• Bacillusanthracis.
• Listeria monocytogenes.
• Erysipelothrixrhusiopathiae.
Bacterias gran negativas:
• Pasteurellaspp.
• Mannheimiahaemolytica.
• Haemophilusspp.
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• Actinobacillusspp.
• Escherichiacoli.
• Salmonella spp.
• Moraxellaspp.
• Fusobacteriumspp.
El principal mecanismo de resistencia bacteriana a AMX es la producción de
betalactamasas, enzimas que provocan la inactivación de su efecto mediante
la hidrólisis del anillo betalactamico obteniéndose de este modo el acidopeni-
ciloico, compuesto estable pero inactivo.
Propiedades farmacocinéticas
La absorción de AMX por via oral es independiente de la ingesta de alimentos
y las concentraciones plasmáticas máximas se alcanzan rápidamente en la ma-
yoría de las especies animales entre 1 y 2 horas después de la administración
del producto.
AMX presenta una baja unión a proteínas plasmáticas y difunde rápidamente
a la mayoría de los líquidos y tejidos corporales. Esta difusión se extiende a
los derrames sinoviales, a los líquidos de expectoración y al tejido linfático. La
difusión es tanto mas satisfactoria en los líquidos resultantes de un proceso
inflamatorio.
El metabolismo de AMX se limite a la apertura del anillo betalactámico por
hidrólisis, lo que conduce a la liberación del ácido peniciloico inactivo (20%).
Las biotransformaciones tienen lugar en le hígado.
AMX se distribuye esencialmente en el compartimento extracelular. Su distri-
bución hacia los tejidos viene facilitada por el débil índice de unión a proteínas
plasmática.
La vía mayoritaria de eliminación para AMX es renal en forma activa. También
se excreta en pequeña cantidades por leche y bilis.
Bovino
La biodisponibilidad absoluta de AMX tras la administración intramuscular
es del 97%.
Ovino
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Tras la administración intravenosa, AMX se distribuye rápidamente a los te-
jidos, observándose un volumen de distribución en estado de equilibrio de 0,2
l/kg en ovejas y 0,5 l/kg en cabras, un aclaramiento de 0,7 l/h/kg en ovejas y
1 l/h/kg en cabras y una semivida de eliminación plasmática de una hora en
ambas especies.
Tras la administración intramuscular, tanto en ovejas como en cabras, la con-
centración máxima se alcanzó una hora después de su adminsitración. La bio-
disponibilidad fue de un 95%. Una semivida de eliminación plasmática es de
una hora.
Porcino
Tras la administración intravenosa, se observa un volumen de distribución
en estado de equilibrio de 0,5 l/kg, y un aclaramiento igual a 0,4 l/h/kg, la
semivida de eliminación plasmática fue de 1,8 h.
Tras la administración intramuscular, la concentración máxima alcanza en
unas 2 horas. La biodisponibilidad es de un 80%.
2.2.4. Indicaciones
Infecciones causadas por bacterias sensibles localizadas en
El tracto digestivo.
El tracto respiratorio
El tracto urogenital
Piel y tejidos blandos.
Dosificación: para todas las especies, vía intramuscular: 10 mg AMX/kg.
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Capítulo 3
Solubilizantes Utilizados en el Desarrollo
Farmacéuticos
MLX es prácticamente insoluble en agua. La pobre solubilidad de MLX puede
traer muchas dificultades a la hora de desarrollar las formulaciones farmacéuticas
y además causa la variabilidad en cuanto a su biodisponibilidad. Por lo tanto uno
de los objetivos del presente trabajo consiste en aumentar la solubilidad acuosa de
MLX.
Existen varios métodos para mejorar la solubilidad de fármacos según Myrdal and
Yalkowsky [1] que consisten en cosolvencia, ionización, complejación, hidrotropismo
y micelización con agentes surfactantes. Se ha observado aumento de la solubilidad
acuosa de MLX mediante el control de pH, uso del cosolventes o formación de
complejos de inclusión con ciclodextrinas. Estudios presentados por NeelamSeedler
y col. [2] y H. A. El-Maradny y col. [3] demuestran el aumento de la solubilidad
acuosa de MLX en el medio básico y en el sistema de cosolvente PEG 400-etanol,
también en presencia de 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina.
La cosolvencia consiste en la mezcla de los cosolventes orgánicos para solubilizar
el fármaco, en nuestro caso no es la técnica más adecuada por tratarse de formula-
ciones liofilizadas.
Por lo tanto se estudiaron la solubilidad de MLX con los solubilizantes adecuados
para el posterior proceso de liofilización, tales como, agentes surfactantes, azúcares,
polímeros hidrofílicos, sacarina sódica y derivado de ciclodextrina (2-hidroxipropil-
β-ciclodextrina).
A continuación, se hace la descripción de los solubilizantes utilizados durante el
proceso de desarrollo farmacéutico.
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3.1. SURFACTANTES NO IÓNICOS
3.1. Surfactantes no iónicos
Los agentes activos superficiales o surfactantes son moléculas que contienen un
segmento liposoluble y otro hidrosoluble. La solubilidad parcial tanto en agua como
en aceite permite al surfactante ocupar la interfase. Y la tensión superficial de una
solución surfactante disminuye gradualmente al aumentar la concentración, debido
a que penetran más moléculas de surfactantes en la capa superficial o de superficie
de contacto. Sin embargo, a una concentración determinada esta capa se satura y se
produce otra forma de protección del grupo hidrófobo del surfactante frente al medio
acuoso que consiste en la formación de agregados, denominados micelas. Se denomina
concentración micelar crítica o CMC a la concentración a la que empiezan a formarse
las micelas en una solución [4]. El mecanismo de solubilización de muchos fármacos
poco solubles es disminuir el potencial químico de las moléculas en la solución o bien
por la captación en sus micelas cuando la concentración de surfactantes alcanza su
mínima concentración micelar (CMC) [5].
Los surfactantes pueden ser clasificados por la carga iónica de la parte superfi-
cialmente activa de la molécula: los surfactantes aniónicos, los catiónicos, y los no
iónicos. Entre estas clases, se han demostrado que los surfactantes no-iónicos son
los menos tóxicos y aptos para el uso parenteral por las agencias regulatorias [6].
También tienen un mayor grado de compatibilidad con otros materiales que los sur-
factantes aniónicos y catiónicos, y son menos sensibles a los cambios de pH o a la
adición de electrólitos [4]. La mayoría de los surfactantes no iónicos se basan en:
un ácido graso o alcohol, cuya cadena hidrocarbonada proporciona a a molécula las
ncaracterísticashidrofóbas; un alcohol o un grupo oxido de etileno que proporciona
a la molécula las caraterísticas hidrófilas.
Los surfactantes no-iónicos usados en nuestro trabajo son: polisorbato 80 (Tween
80r), lecitina de soja y sorbitántrilaurato (Span 85r). Polisorbato 80 (Tween 80r)
es una mezcla de esteres parciales de sorbitol y sus mono-, di-anhídridos condensados
con un número aproximado de moles de óxido de etileno, son miscibles con agua.
Sorbitántrilaurato (Span 85r) es un éster de sorbitán, se comercializa la mezcla
de ésteres parciales de sorbitol y sus mono, di-anhídridos de ácido oleico. Leciti-
na de soja es una mezcla de los fosfolípidos y otros materiales como triglicéridos,
carbohidratos y ácidos grasos. Son usados en las formulaciones parenterales con las
concentraciones máximas de 10,0%, 10,0% y 2,3% (p/v) respectivamente [7].
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3.2. Azúcares
Forman un grupo de compuestos que contienen carbono (C), hidrógeno (H) y
oxígeno (O). Son los compuestos orgánicos más abundantes en la naturaleza. De los
glúcidos más sencillos o monosacáridos, el más importante es la glucosa [7]. Manitol
y sorbitol son edulcorantes denominados polioles o polialcoholes. Son usados amplia-
mente en las formulaciones farmacéuticas de las administraciones tanto parenteral,
oral y en forma de aerosoles ya que son sustancias bien estudiadas toxicológicamen-
te. Las funciones que realizan en las formulaciones son las siguientes: diluyentes,
edulcorantes, agente de tonicidad y especialmente en los liofilizados se usa como
crioprotectores, es decir protegen los principios activos durante el proceso de con-
gelación y sublimación, de esta forma mantiene las propiedades farmacológicas de
las sustancias activas [8]. Además, se usan los azúcares para solubilizar los fárma-
cos pocos solubles debido a las posibles interacciones de la estructura molecular de
fármacos con los grupos hidroxilos de estas sustancias [9].
3.3. Polímeros hidrofílicos: carboxilmetil celulosa
La carboximetilcelulosa es un polímero de alto peso molecular (90.000- 700.000)
que se obtiene a partir de la celulosa al reaccionar con ácido monocloroacético e
hidróxido sódico (NaOH). La estructura de la carboximetilcelulosa se basa en el
polímero de la celulosa β-(1→4)-D-glucopiranosa. Existen diferentes grados de sus-
titución del polímero pero en general es de 0,6- 0,95 sustituciones por unidad mo-
nomérica.
Propiedades físico-químicas: es completamente soluble en agua a todas las tem-
peraturas, e insoluble en la mayoría de los disolventes orgánicos.
Aplicaciones en tecnología farmacéutica:
Agente emulsificante: en porcentajes de 0,25- 1,0%.
Agente gelificante: 4,0- 6,0%.
Agente aglutinate: 1- 6% en solución acuosa, o sólido a requerimiento.
En este caso se emplea como agente solubilizante debido a su naturaleza hidrofílica
con la concentración máxima apta para uso parenteral 5%
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3.4. Sacarina sódica
La sacarina sódica es un edulcorante que es empleado ampliamente tanto en la
industria alimentaria como farmacéutica. Es un polvo blanco, cristalino y eflores-
cente con un sabor intensamente dulce. Por otro lado, sacarina sódica debido a su
naturaleza se puede usar como un hidrotropo para solubilizar los fármacos. El hi-
drotropismo es un proceso de solubilización en el cual la agregación de un soluto
aumenta la solubilidad de otro soluto [10]. Los hidrotropos típicamente consisten
en una parte hidrofílica y una parte hidrofóbica (similar a los surfactantes) pero
la parte hidrofóbica es generalmente tan pequeña que causa una auto-agregación
espontánea [11]. Además la sacarina se puede usar para formar los co-cristales con
los fármacos para aumentar su solubilidad según Rahul et col. [12].
Aplicaciones en tecnología farmacéutica:
Soluciones orales: 0,075-0,6%.
Pastas y geles dentales: 0,12- 0,3%
Inyecciones IM/IV: 0,9% .
S
OO
N−Na+
O
Figura 3.1. Estructura química de sacarina sódica
3.5. Ciclodextrinas
Las ciclodextrinas son una familia de oligosacáridos cíclicos no reductores, cons-
tituidos por 6, 7, u 8 unidades de glucopiranosa unidas por enlaces glicosídicos entre
los carbonos C1 y C4, que se denominan α−, β− y γ-ciclodextrina, respectivamente
(Fig. 3.2). Las ciclodextrinas se obtuvieron por primera vez por Villiers, en 1891, a
partir de la degradación del almidón [13]. Sobre la estructuras de las dextrinas, el
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grupo –OH (C2) puede formar fuentes de hidrógeno con el –OH (C3) adyacente en
la unidad de glucopiranosa, dando rigidez a la estructura. Por lo tanto el anillo de
las dextrinas en realidad es un cilindro cónico, frecuentemente caracterizado como
un cono truncado (Fig. 3.3) [14]. Por la distribución de los grupos funcionales, la
molécula de ciclodextrina adquiere carácter hidrofílico en la parte externa y apolar
en la interna (139).
Las ciclodextrinas tienen gran interés en la industria farmacéutica ya que una de
sus ventajas es favorecer la solubilidad de muchos fármacos poco solubles en agua.
El mecanismo de las ciclodextrinas para mejorar la solubilidad de los fármacos en
agua es distinto que otros cosolventes ya que pueden interactuar con los principios
activos para formar los complejos de inclusión. La cavidad interior de las ciclodex-
trinas es hidrófoba, por lo que estos compuestos son capaces de albergar moléculas
hidrófobas más pequeñas para formar complejos “anfitrión-huésped”,en los que la
molécula huésped queda encapsulada por la ciclodextrina. La formación del comple-
jo fármaco-ciclodextrina normalmente es por la relación 1:1 (Fig. 3.3) [14].
Sin embargo el uso de ciclodextrinas en las formulaciones parenterales está un
poco restringido debido a sus posible toxicidad renal (15). Recientemente dos formas
modificadas de ciclodextrinas que son sulfobutileter-β ciclodextrina y hidroxipropil-
β ciclodextrina han demostrado formar buenos complejos de inclusión y poseen una
máxima seguridad in vivo para las aplicaciones biomédicas [15].
Figura 3.3. Equilibrio de unión de fármaco con una ciclodextrina para formar un complejo
de inclusión 1:1 [17].
33
BIBLIOGRAFÍA
Figura 3.2. Estructuras químicas y las dimensiones de la cavidad de las α, β, y γ
ciclodextrinas [16].
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Capítulo 4
Materiales y Métodos
4.1. Materiales
Para facilitar su localización se ha agrupado el material en:
Materias primas.
Reactivos empleados.
Disoluciones utilizadas.
4.1.1. Materias primas
⇒ AMX sódica BP/USP. Panreacr S.A (España).
⇒ Carboximetilcelulosa sódica. Cofaresr (España)
⇒ D (-) glucosa. Panreacr S.A (España).
⇒ Glicina. Panreacr S.A (España).
⇒ Hidroxipropil-β-ciclodextrina. Cofaresr (España).
⇒ Lecitina de soja. Guinamar (España).
⇒ Manitol. Panreacr S.A (España).
⇒ MLX BP. Fagron Ibéricar (España).
⇒ Polisorbato 80: Tween 80r. Guinamar (España).
⇒ Sacarina sódica: Panreacr S.A (España).
⇒ Sorbitan trioleato: Span 85r. Sigmar (Alemania).
⇒ Sorbitol. Panreacr S.A (España).
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4.1.2. Reactivos empleados
⇒ Ácido acético glacial. Calidad PRS- Codex (Panreacr Química S.A., Barcelona).
⇒ Ácido orto-fosfato. Calidad PA (Panreacr Química S.A., Barcelona).
⇒ Acetato sódico PRS (Panreacr Química S.A., Barcelona).
⇒ Acetonitrilo PRS (Panreacr Química S.A., Barcelona).
⇒ Dihidrógeno fosfato de potasio PRS (Panreacr Química S.A., Barcelona).
⇒ Hidróxido sódico PRS (Panreacr Química S.A., Barcelona).
⇒ Metanol (Panreacr Química S.A., Barcelona).
⇒ Trietilamina (Panreacr Química S.A., Barcelona).
4.1.3. Disoluciones utilizadas
⇒ Tampón PBS pH 7,4 según la USP 33 [1]: se añaden 50 ml de una disolución
de dihidrógeno fosfato de potasio 0,2 M y 39,1 ml de una disolución de hidróxido
sódico 0,2 M en un matraz aforado de 200 ml y se enrasa con agua destilada.
⇒ Tampón pH 8,8: se prepararon tres tipos de tampón pH 8,8 cambiando las can-
tidades de glicina e hidróxido sódico:
a. Tampón pH 8,8 tipo 1: tampón pH 8,8 de glicina 0,023 M: se pesan 1750 mg de
glicina y se añaden 1,82 ml de disolución de hidróxido sódico 1 M en un matraz
aforado de 100 ml y se enrasa con agua destilada.
b. Tampón pH 8,8 tipo 2: tampón pH 8,8 de glicina 0,027 M: se pesan 2000 mg de
glicina y se añaden 2,43 ml de disolución de hidróxido sódico 1M en un matraz
aforado de 100 ml y se enrasa con agua destilada.
c. Tampón pH 8,8 tipo 3: pH 8,8 de glicina 0,033 M: se pesan 2500 mg de glicina
y se añaden 4,0 ml de disolución de hidróxido sódico 1 M en un matraz aforado
de 100 ml y se enrasa con agua destilada.
⇒ Tampón pH 9,8: se pesan 1750 mg de glicina y se añaden 10,0 ml de disolución de
hidróxido sódico 1M en un matraz aforado de 100 ml y se enrasa con agua destilada.
⇒ Tampón pH 11,2: se pesan 1750 mg de glicina y se añaden 19,2 ml de disolución de
hidróxido sódico 1M en un matraz aforado de 100 ml y se enrasa con agua destilada.
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4.2. Instrumental
⇒ Agitador magnético-calefactor (Velp científicar, Alemania).
⇒ Balanza Mettlerr AG 104 (Mettler-Toledor GmbH, Suiza).
⇒ Balanza Microanalítica Sartoriusr M5P Serie 30303388.
⇒ Baño termostatizado de agitación. Memmertr modelo WB22 (Alemania).
⇒ Cromatógrafo de líquidos de alta resolución (HPLC) Jasco (Tokyo, Japón) modu-
lar que consta de: Bomba Jasco PU-1580, detector UV Jasco UV-1575, autoinyector
Gilson 231 XL (Middleton, WI, U.S.A.) e integrador Borwinr.
⇒ Equipo de análisis de calorimetría diferencial de barrido: Mettlerr 4.000.
⇒ Equipo de determinación de partículas: Microtrac Zetatrac (USA).
⇒ Equipo de difracción de rayos X: Philips XPERTr.
⇒ Equipo de liofilización: Telstarr Cryoblocr 764 (Tarrasa).
⇒ Espectrofotómetro UV-Vis Pharma Specr UV-1700.
⇒ Espectroscopio infrarrojo con Transformada (o desarrollo en serie) de Fourier
(IR-TF) Perkinr, modelo Paragon 1000.
⇒ Estufas termostatizadas: Radiber S.A., Minidigit II.
⇒ Nevera programada a 4°C. Corberor.
⇒ pHmetro Mettler Toledor MP230.
4.3. Métodos analíticos
A continuación se describen las distintas técnicas analíticas empleadas en este
trabajo. Con el fin de facilitar su localización se han clasificado en:
Método empleado en la determinación de coeficiente de solubilidad de MLX
en diferentes medios, con los excipientes.
Método empleado en la preparación de las distintas formulaciones, y el proceso
de liofilización.
Métodos empleados en la caracterización de las formulaciones: reconstitución,
rendimiento y determinación de las formulaciones.
Métodos empleados en la caracterización física de las materias primas y for-
mulaciones: difracción de rayos X, espectroscopía infrarroja y análisis de calo-
rimetría diferencial de barrido.
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Técnicas analíticas para la cuantificación de MLX en los estudios de prefor-
mulación y cuantificación de MLX y AMX en las diferentes formulaciones
seleccionadas: espectrofotometría U.V.
Métodos empleados en los ensayos de determinación de inocuidad de las for-
mulaciones in vitro: prueba de precipitación y estudio de hemólisis in vitro.
Diseño de estudio de estabilidad de las formulaciones y las técnicas analíticas
para la cuantificación de MLX y AMX en el estudio de estabilidad: cromato-
grafía de líquidos de alta resolución.
Diseño de estudios farmacocinéticos de las formulaciones y las técnicas analí-
ticas para la cuantificación de MLX y AMX (HPLC).
4.3.1. Método empleado en la determinación de coeficiente de solubilidad
de MLX
La AMX sódica es totalmente soluble en agua, y en disoluciones acuosas. Dise-
ñar una formulación liofilizada que contenga MLX es un gran reto debido a que este
fármaco presenta muy poca solubilidad en agua (0,013 mg/ml). Por lo tanto en el es-
tudio de preformulación, se realizan las pruebas de solubilidad de MLX con diversos
excipientes adecuados para uso parenteral [2, 3]: surfactantes (polisorbato 80, sorbi-
tan trioleato, lecticina de soja), azúcares (D(-) glucosa, manitol, sorbitol), sacarina
sódica y polímeros (carboximetil celulosa sódica) e hidroxipropil-β-ciclodextrina en
tampones con un rango de pHs de 7,4 a 11,2.
Los estudios de solubilidad fueron realizados de acuerdo al método descrito por
N. Seedler y S. Bhatia [4] y P.R. Sathesh Babu y col [5]. Se emplearon diferentes
cantidades de los distintos excipientes disueltos previamente en 2 ml de los siguientes
medios de disolución: agua destilada, tampón PBS de pH 7,4, tampón glicina/ hi-
dróxido sódico de pHs 8,8; 9,8 y 11,2. A continuación un exceso de MLX fue añadido
a todos los tubos de ensayo que contenían las disoluciones de excipientes. Se ajustó
el pH final de las muestras que contenían hidroxipropil-β-ciclodextrina, debido a
que este excipiente causaba una disminución de los valores de pH [6]. Los tubos de
ensayo se colocaron en un baño de agitación a 25±1ºC durante 24 h.
Las disoluciones obtenidas fueron filtradas a través de membranas de 0,45 µm y
diluidas con tampón fosfato pH 7,4.
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La cantidades de MLX obtenidas en las distintas muestras fueron determinadas
por espectrofotometría UV normal a la longitud de onda de máxima absorción del
principio activo (361nm). En cambio, para las muestras que contenían lecitina de
soja por espectrofotometría UV de primera derivada a 335nm, ya que este excipiente
interfería en la lectura del principio activo en el modo de absorción normal a 361nm.
4.3.2. Métodos empleados en la preparación de las formulaciones
Preparación de las formulaciones
Se realizó en dos etapas que se describen a continuación:
En la primera se realizaron los estudios de preformulación, preparando formula-
ciones de MLX a partir de los resultados obtenidos en los ensayos de solubilidad y
se procedió también a su caracterización.
En la segunda fase se preparan formulaciones con ambos principios activos (MLX
y AMX) a partir de las formulaciones seleccionadas en la primera fase.
En la primera etapa se obtienen las formulaciones de MLX con concentraciones de
principio activo de 5 mg/ml. Éstas se preparan de la manera siguiente: se disuelven
50 mg de MLX en 10 ml de los medios apropiados con las concentraciones adecuadas
de excipientes (ver Tabla 4.1) y se someten al proceso de liofilización.
En la segunda etapa del estudio, se preparan las formulaciones con ambos prin-
cipios activos (MLX y AMX). El método de preparación de las formulaciones finales
es el siguiente: se disuelven 50 mg de MLX en 10 ml del tampón glicina/ hidró-
xido de sodio pH 8,8 con uno de los excipientes seleccionados (sacarina sódica o
hidroxipropil-β-ciclodextrina), se incorpora 1000 mg de AMX en la disolución de
MLX y finalmente se somete al mismo proceso de liofilización que las formulaciones
anteriores.
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Tabla 4.1. Formulaciones seleccionadas en la primera etapa preparada solo con MLX y
formulaciones finales con ambos principios activos (MLX y AMX).
Etapas Formulaciones Principios
activos Excipientes (%) Medios de disolución
Etapa 1
MLX:CD MLX
Hidroxipropil-
β-ciclodextrina
(7, 5%)
Tampón pH 8,8 de
glicina 0,023 M
MLX:Sacarina MLX Sacarina sódica(0, 9%)
Tampón pH 8,8 de
glicina 0,033 M
MLX:pH 8,8 MLX — Tampón pH 8,8 deglicina 0,033 M
MLX:Tween MLX Tween
r 80
(10%)
Tampón pH 8,8 de
glicina 0,033 M
MLX:Tween:Sacarina MLX
Tweenr 80
(10%) y Sa-
carina sódica
(0, 9%)
Tampón pH 8,8 de
glicina 0,033 M
MLX:pH 9,8 MLX — Tampón pH 9,8 deglicina
MLX:pH 9,8:Sacarina MLX Sacarina sódica(0, 9%)
Tampón pH 9,8 de
glicina 80%: 20%
MLX:pH 9,8:Tween MLX Tween
r 80
(10%)
Tampón pH 9,8 de
glicina 80%: 20%
Etapa 2
MLX:AMX:CD MLX y
AMX
Hidroxipropil-
β-ciclodextrina
(7,5%)
Tampón pH 8,8 de
glicina 0,033 M
MLX:AMX:Sacarina MLX y
AMX
Sacarina sódica
(0, 9%)
Tampón pH 8,8 de
glicina 0,023 M
Proceso de liofilización.
El proceso de liofilización de las muestras se llevó a cabo en un liofilizador
Telstarr utilizando las siguientes condiciones de trabajo:
Etapa de congelación, con una duración de 4 horas y a una temperatura del
producto final de aproximadamente –40oC, con una presión de cámara atmos-
féricas y una temperatura de condensador de 19oC.
Etapas de desecación primaria, con una duración de 24 horas y a la tempera-
tura de producto de aproximadamente –36oC, con una presión de cámara de
30 micrones y una temperatura del condensador de –50oC.
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Etapa de desecación secundaria con una duración de 24 horas y una tempera-
tura de producto final de aproximadamente 30oC, con una presión de cámara
de 30 micrones y una temperatura del condensador de –50oC. Las muestras
obtenidas después de liofilización se guardaron en un desecador hasta su aná-
lisis.
4.3.3. Métodos empleados en la caracterización de las formulaciones: re-
constitución, rendimiento y determinación de pH
La prueba de reconstitución es imprescindible para las formulaciones liofilizadas,
se trata de una prueba simple: reconstituir las formulaciones con agua destilada,
midiendo el tiempo de solubilización total y observando el aspecto de las disoluciones
finales.
Para la prueba de rendimiento, se valora la riqueza de MLX y AMX mediante el
método esfectrofotométrico a 361 nm para MLX y de primera derivada a 242,6 nm
para AMX de acuerdo al método descrito por T. Dao Thanh [7].
Por último se midió el pH de las distintas formulaciones.
4.3.4. Técnicas analíticas para la cuantificación de MLX en los estudios de
preformulación y determinación de rendimiento de las formulaciones:
espectrofotometría U.V
Para poder valorar MLX en los estudios de preformulación y valorar ambos
principios activos, MLX y AMX, en las formulaciones seleccionadas, se ha puesto a
punto un método analítico rápido y sencillo que es la técnica de espectrofotometría
ultravioleta (UV) normal y de primera derivada.
La longitud de onda seleccionada para la realización del ensayo espectrofotomé-
trico normal de MLX fue de 361 nm, debido a que en ella el MLX presentaba un
máximo de absorción. Cuando la sustancia activa mostraba interferencias con otros
componentes de los estudios de solubilidad, es el caso de la lecitina de soja, se empleó
un método de espectrofotometría UV de primera derivada, en el cuál se seleccionó
la longitud de onda de 335 nm con ∆λ = 8 nm y factor de multiplicación 10.
En el estudio de rendimiento de las formulaciones, se usa la técnica de UV normal
a 361 nm para MLX y la técnica de primera derivada a 246,2 nm con ∆λ = 8 nm y
factor de multiplicación 10 para AMX.
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4.3.5. Métodos empleados en la caracterización químico-física de las mate-
rias primas y formulaciones
Difracción de rayos X (XRD)
Se ha empleado el método de polvo y barrido de superficie. La muestra se sitúa
sobre un portamuestras y se introduce en un equipo Philips XPERT. Cada muestra
fue expuesta a una radiación de Kα del cobre (λ = 1, 5418) siendo los ángulos
de incidencia desde 5o hasta 50o con un intervalo de 2θ y con una velocidad de
ángulo de 0,04 (2θ). Las condiciones del ensayo son de 40 mV de voltaje y 55 mA
de intensidad. Los difractogramas obtenidos permiten conocer si las muestras son
de naturaleza cristalina o amorfa.
Espectroscopía infrarroja con transformada (o en serie) de Fourier (IR)
Se realizó un estudio de los grupos funcionales con el espectro infrarrojos del
MLX materia prima, la mezcla física, las formulaciones y sus respectivos excipientes
con un equipo Perkin Elmer Spectrum 100. El intervalo del análisis espectroscópico
fue de 4000 a 450 cm−1. Las muestras se prepararon por compresión con bromuro
de potasio.
Análisis de calorimetría diferencial de barrido (DSC)
El barrido calorimétrico diferencial se realizó en un equipo Mettler 4.000. Todas
las muestras se analizaron en cápsulas de aluminio bajo una corriente de nitrógeno.
El ciclo de calentamiento se realizó a una velocidad de calentamiento constante
de 5oC/min−1, entre 30 y 300oC. En todas las muestras se pesaron 2 mg.
Microscopía electrónica de barrido (SEM)
Esta técnica permite evaluar la apariencia, morfología y tamaño de las estruc-
turas originadas como consecuencia del proceso de liofilización. El estudio de la
morfología de las distintas muestras se realizó mediante un microscopio electrónico
de barrido modelo Jeolr JSM 6400. Las muestras se fijan al portamuestras, some-
tiéndose a continuación, a un proceso de recubrimiento con una capa de oro de
aproximadamente 15 nm que permitirá su observación por SEM
44
CAPÍTULO 4. MATERIALES Y MÉTODOS
4.3.6. Métodos empleados en los ensayos de determinación de inocuidad in
vitro de las formulaciones
Prueba de hemolisis in vitro
La prueba de hemólisis in vitro se realiza con las dos formulaciones finales.
Los eritrocitos fueron obtenidos de una voluntaria sana de 28 años, tipo 0 positivo
con bioquímica de sangre normal mediante un proceso de centrifugación (3000 rpm
durante 10 minutos). Posteriormente, los eritrocitos fueron lavados 3 veces con el
tampón PBS pH 7,4. Se obtuvo una suspensión de eritrocitos al diluirlos con suero
fisiológico. Un volumen de 2 ml de suspensión de eritrocitos fue añadido a 2 ml de
muestras de 2 formulaciones y sus blancos (formulaciones sin fármacos). Los tubos
de ensayo fueron incubados a 37oC durante 1 hora en un baño de agitación con una
velocidad de 50 impulsos/minuto. Se guardaron los tubos de ensayo en la nevera
a 4oC durante 5 minutos para detener el proceso de hemólisis. Los sobrenadantes
fueron obtenidos después de una centrifugación a 4000 rpm durante 10 minutos.
Las muestras control de 0% lisis (en suero) y 100% lisis (en agua destilada) fueron
realizadas. La lectura del sobrenadante a 575 nm permite determinar el porcentaje
de hemólisis originado por cada formulación. Los ensayos se realizaron por triplicado.
Los valores de hemólisis, expresados en porcentaje, se obtendrán utilizando la
ecuación según J.F. Krzyzaniak y col. [8]:
H( %) = (Hb−Hbo)/Hbtotal ∗ 100 (4.1)
donde:
Hb: absorbancia de cada muestra.
Hbo: absorbancia basal de hemólisis (control negativo).
Hbtotal: absorbancia total de sangre (control positivo).
Prueba de precipitación in vitro
La prueba de precipitación in vitro se realiza con las formulaciones (MLX:AMX:CD
y MLX:AMX:Sacarina) con ambos principios activos. Es un método estático de di-
lución en serie.
Se lleva a cabo de manera siguiente: se añade 1 ml de tampón PBS pH 7,4 a 1 ml
de formulación reconstituida y se agita. Se coge 1 ml de la disolución resultante y se
le adiciona 1 ml de tampón PBS pH 7,4 y se agita. Este paso se repite hasta obtener
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10 diluciones. La disolución final debe tener una concentración 1000 veces menor de
la concentración inicial. Después de cada dilución, se realiza una observación visual
para conocer la aparición o no de precipitados a cada intervalo de tiempo de 10, 30,
60 minutos.
Después de la observación inicial, las diez diluciones se colocan en un baño de agi-
tación a temperatura ambiente durante 24 horas, posteriormente se filtran a través de
la membrana de 0,45 µm. La concentración de MLX se determina por espectrofoto-
metría UV a 361 nm. La diferencia entre la concentración teórica y la concentración
obtenida en cada dilución es la cantidad de fármaco que ha precipitado a partir de
1 ml de la concentración original.
4.3.7. Diseño de estudio de estabilidad de las formulaciones y las técnicas
analíticas para la cuantificación de MLX y AMX durante el estudio
Diseño de estudio de estabilidad de las formulaciones
Se realizó un estudio de estabilidad comparativa de las dos formulaciones selec-
cionadas (MLX:AMX:CD y MLX:AMX:Sacarina). Se estudió la estabilidad tanto
física como química de las formulaciones equivalentes a un volumen de 5 ml en su
embalaje final, en los viales cerrados con tampón de caucho.
Según ICH [9], se estudió la estabilidad de las dos formulaciones a dos tempe-
raturas distintas y a humedad ambiental, ya que en su embalaje final la humedad
residual en los productos no se ve afectada.
Por ello, se utilizaron dos estufas termostatizadas a 25oC ± 2oC y 40oC ± 2oC
(Radiber S.A., Minidigit II) que corresponden a la condición de Ta ambiente y
acelerada respectivamente.
Se valoró el contenido de dos principios activos MLX y AMX por duplicado
de un sólo lote de las dos formulaciones aplicando una técnica validada de HPLC.
Las muestras de las formulaciones liofilizadas destinadas a la valoración de principios
activos, una vez reconstituidas, fueron convenientemente almacenadas a -30oC hasta
su cuantificación por HPLC. Se realizaron por duplicado el estudio de estabilidad
física, el tiempo de reconstitución correspondiente a los productos liofilizados, el pH,
la determinación de tamaño de partículas y las características organolépticas.
Se realizó la determinación del tiempo de reconstitución de la siguiente manera:
se añadieron 5 mL de agua destilada a la formulación y se agitó el envase 3 veces.
Se determinó el tiempo que tarda en solubilizarse todo el contenido. El criterio de
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aceptación consiste en que la solubilización ocurre instantáneamente.
Se determina el pH de las formulaciones tras la reconstitución. El rango de acep-
tación de pH final es 7,4- 8,8 con el fin de que no cause molestias durante la inyección.
También se valoran las propiedades organolépticas como el color, olor y aparien-
cia de las disoluciones reconstituidas. La disolución debe ser transparente, estar libre
de partículas y de color amarrillo por la presencia de MLX. Sin embargo se trata
también de la presencia de AMX sódica por lo tanto puede adquirir un color rosado
pálido en los primeros minutos de solubilización.
La determinación de tamaño de partículas en las disoluciones reconstituidas se
realizó en un equipo Microtrac Zetatrac de espectrofotometría de difracción de luz
láser (Dynamic Light Scattering o DLS Particle Size Analyzer). Los límites de me-
dición del equipo oscilan entre 0,8 y 6500 nm. Sus dimensiones se expresan como el
diámetro medio en función de la intensidad para disoluciones el criterio de aceptación
consiste en que el tamaño medio de partículas no supere 1 nm.
Tabla 4.2. Condiciones del estudio de estabilidad
Temperatura Duración Frecuencia de Muestreo
25 ± 2oC 1 año 0, 15, 30, 60, 90, 180, 365 días
45 ± 2oC 6 meses 0, 15, 30, 60, 90, 180 días
Además, se realizó un estudio de estabilidad en uso con el objetivo de deter-
minar el intervalo de tiempo que podría transcurrir entre la reconstitución de la
formulación y su administración, sin que se produjesen fenómenos de degradación
de principios activos. Al tratarse de formulaciones parenterales de uso inmediato
después de su reconstitución este estudio se realizó durante 24 horas. Se tomaron
las muestras al inicio y al final de estudio, y se sometieron a ensayos de estabili-
dad química (valorar el contenido de los principios activos) y la física: (propiedades
organolépticas, determinación de pH y tamaño de partículas).
Técnica analítica de HPLC para la cuantificación de MLX y AMX en el
estudio de estabilidad
Esta técnica de HPLC permite analizar cuantitativamente el MLX y la AMX
en las formulaciones durante el estudio de estabilidad. El método utilizado fue va-
lidado según ICH [10]. Se emplea un cromatógrafo de líquidos de alta resolución
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(HPLC) Jasco (Tokyo, Japón) modular que consta de: Bomba Jasco PU-1580, de-
tector UV Jasco UV-1575 a 272 nm y un autoinyector Gilson 231 XL (Middleton,
WI, U.S.A.). Como fase estacionaria se emplea una columna de fase reversa Col.
Mediterranea Sea18 (Barcelona, España) con un diámetro interno de 5 µm, 25×0,5
cm. Las condiciones de la fase móvil son las siguientes:
Flujo de 1 ml/min.
Composición: tampón de acetato de sódico 0,17 M pH 6: Acetonitrilo (70:30).
Volumen de inyección: 100 µl.
Intervalo de concentración seleccionada: MLX (0,3-15 µg/ml), AMX sódica
(5-50 µg/ml).
Temperatura del ensayo: ambiente, 20oC.
Tiempo de análisis 20 min. Los tiempos de retención son, aproximadamente,
2-3 min para el pico de la AMX y 13 min para el del MLX.
En el análisis cuantitativo, las muestras son productos liofilizados tomados de las
formulaciones seleccionadas para el estudio de estabilidad. Se diluyen conveniente-
mente en agua purificada. Para favorecer la disolución total de los principios activos,
estas disoluciones se han sometido a ultrasonidos durante 3 minutos. Se inyectan en
el cromatógrafo tras ser filtradas por un filtro de 0,45 µm (Millipore). A continuación
será preciso comparar los tiempos de retención obtenidos, con los correspondientes
de las muestras patrones, de modo que ambos deben coincidir.
4.3.8. Diseño de estudio farmacocinético de las formulaciones y las técnicas
analíticas para la cuantificación de MLX y AMX durante el estudio
Protocolo del ensayo farmacocinético de las formulaciones seleccionadas
Las formulaciones empleadas para este estudio fueron MLX:AMX:CD,
MLX:AMX:Sacarina. También, se utilizó la disolución de MLX y AMX en suero
fisiológico a la concentración de 0,05 mg/ml y 1 mg/ml, respectivamente, como el
control de este estudio.
La administración de las formulaciones seleccionadas fue por vía intramuscular
en ratones CD-1 de peso aproximadamente 30-35 g. La dosis de AMX administrada
por cada ratón es 10 mg/kg, y la dosis administrada de MLX es 0,5 mg/kg.
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Tiempo de muestreo: 5, 15, 60, 90, 120 minutos (n=6 por cada punto).
La preparación de las muestras biológicas se realizó de la manera siguiente: se
tomaron las muestras plasmáticas heparinizadas y se sometieron a una centrifuga-
ción de 5500 r.p.m. durante 20 minutos. El sobrenadante se congeló y se conservó
a una temperatura de -20 oC hasta su análisis cromatográfico. En el momento del
análisis en la cromatografía, se le añadió 2 volúmenes de metanol por cada volumen
de plasma, con el fin de provocar la precipitación de las proteínas plasmáticas y así
evitar posibles interferencias en el análisis cromatográfico. Las muestras se some-
tieron a una centrifugación de 5500 r.p.m. durante 10 minutos y una vez finalizado
el proceso se tomó el sobrenadante. Para aumentar la compatibilidad con las fases
móviles usadas se le añadió 2 volúmenes de agua destilada por cada volumen del
sobrenadante obtenido.
Tratamiento farmacocinético no compartimental
El estudio de los parámetros farmacocinéticos se realizó mediante un análisis
no compartimental. El análisis no compartimental permite a partir de los datos
experimentales de concentración/tiempo estimar los parámetros farmacocinéticos
sin necesidad de ajustarlo a un modelo determinado.
Se calcularon los siguientes parámetros: Cmax: Concentración máxima Tmax:
Tiempo en que se alcanza la concentración máxima AUC: Área bajo la curva de
niveles plasmáticos MRT: Tiempo medio de residencia T1/2β: Semivida biológica en
la fase terminal
Para ello se define el momento de orden cero que corresponde al área bajo la
curva (AUC). Esto se puede calcular por el método de los trapezoides a partir de la
curva de las concentraciones plasmáticas respecto al tiempo.
AUC∞0 = AUC
t
0 + AUC
∞
t
AUCt0 =
t∑
0
(Cn−1 + Cn)/2 ∗ (tn − tn−1)
El momento de 1er orden, es el tiempo medio de residencia del fármaco en el or-
ganismo (MRT), que se define como el tiempo en que este permanece en su forma
inalterada en el organismo.
MRT = AUCM∞0 /AUC
t
0
49
BIBLIOGRAFÍA
Donde el AUCM es el área bajo la curva del producto de las concentraciones plas-
máticas por el tiempo.
El cálculo de la semivida biológica de la fase terminal de la curva de niveles plas-
máticos (T1/2β) se calculó mediante un análisis de regresión lineal de la fase terminal
de la curva, obteniéndose así la constante β de disposición de la fase terminal.
T1/2β = Ln2/β = 0, 693/β
Los valores Cmax y Tmax correspondientes a los valores experimentales equivalen
a los datos observados, correspondientes al tiempo de toma de muestra en que el
fármaco se encuentra a niveles más elevados.
Para realizar el análisis de bioequivalencia entre las formulaciones y entre las
formulaciones y el control se aplica un ANOVA (análisis de la varianza) para los
parámetros AUC y Cmax. Ya que estos dos últimos son los valores farmacocinéticos
más representativos en los estudios de bioequivalencia, según las directrices.
Técnicas analíticas de HPLC para la cuantificación de MLX y AMX en las
muestras plasmáticas
Para cuantificar MLX y AMX en las muestras plasmáticas se emplean dos mé-
todos analíticos de cromatografía liquida de alta resolución.
El método de HPLC validado para la cuantificación de ambos principios activos,
MLX y AMX, explicado anteriormente, también es validado para la determinación
de MLX en las muestras plasmáticas.
El método de HPLC para cuantificar AMX se detalla a continuación.
Se emplea el mismo equipo de HPLC con la misma fase estacionaria, se cambia la
fase móvil que es tampón dihidrógeno fosfato de potasio (KH2PO4)– Trietilamina-
Acetonitrilo (1000:7:40); el flujo es 1,5 ml/min y la longitud de onda usada es 230
nm.
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Capítulo 5
Validación de Métodos Analíticos
Según las “Nomas de Buena Fabricación y Control de Calidad de Productos
Farmacéuticos”, la validación se debe aplicar no sólo a los procesos de fabricación,
sino también a los métodos de análisis y control.
La validación de los métodos analíticos es el establecimiento de la evidencia do-
cumental de que un procedimiento analítico conducirá, con alto grado de seguridad,
a la obtención de los resultados precisos y exactos, dentro de los atributos de calidad
previamente establecidos. Es necesario validar para demostrar que los métodos son
adecuados para los análisis propuestos en las condiciones descritas, porque es par-
te integral del desarrollo de un método analítico, porque es necesario trabajar con
métodos que ofrezcan confianza y seguridad en los resultados, porque resulta mucho
más económico trabajar con métodos validados.
Para realizar la validación de los métodos analíticos se han tomado como refe-
rencia las directrices de la Conferencia Internacional de Harmonización (ICH) [1].
La validación del método analítico constó de las siguientes partes:
a. Determinación de la especificidad.
El objetivo es demostrar que se alcanza el nivel discriminatorio deseado en los
ensayos de:
Identificación: Consiste en establecer el nivel de discriminación adecuado
entre compuestos de estructuras relacionadas que pueda estar presentes. Se
verifica mediante la comparación de la muestra con un estándar de refe-
rencia, debidamente caracterizado, o por comparación entre muestras que
contienen el analito con otras que no lo contienen.
Impurezas: Consiste en demostrar la capacidad discriminatoria del método
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para separar el analito en presencia de las impurezas, productos de degra-
dación o excipientes.
b. Determinación de la linealidad
Es la capacidad de un procedimiento de ensayo para dar resultados directamente
proporcionales a la concentración del analito en la muestra, en un rango del
procedimiento analítico definido. Se determina por tratamiento matemático, de
los resultados obtenidos en el análisis de muestras con concentraciones crecientes
del analito.
c. Determinación de la precisión
Expresa el grado de concordancia o de dispersión entre una serie de medidas
obtenidas de tomas múltiples de una misma muestra homogénea, utilizando el
procedimiento de ensayo indicado. Da idea de los errores aleatorios, se puede
realizar a tres niveles: repetibilidad, precisión intermedia y reproducibilidad y se
expresa como la varianza, desviación estándar y coeficiente de variación de una
serie de medidas.
Repetibilidad. Expresa la precisión del procedimiento de ensayo cuando es
realizado por el mismo analista en cortos intervalos de tiempo, bajo condi-
ciones iguales en cuanto a equipos, reactivos, condiciones experimentales y
condiciones ambientales. Mide variaciones intra- ensayos.
Precisión intermedia. Se refiere a las variaciones de un laboratorio, cuando
el procedimiento se realiza en distintos días, analistas, equipo. . .
Reproducibilidad. Expresa la precisión entre laboratorios, y se establece
para los estudios de colaboración. En nuestro caso, no se ha realizado debido
a que todos los ensayos realizados en el mismo laboratorio.
d. Determinación de la exactitud.
Expresa el grado de concordancia entre el valor aceptado como verdadero y
el obtenido con el procedimiento de ensayo. Da una indicación de los errores
sistemáticos, y se expresa como porcentaje de recuperación o como diferencia
entre el valor medio y el aceptado como verdadero, junto con los intervalos de
confianza. Se puede calcular a partir de 9 determinaciones sobre, al menos, 3
niveles de concentración.
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e. Sensibilidad.
La sensibilidad de un método analítico se expresa en el límite de detección y
limite de cuantificación. El límite de detección es la cantidad mas baja de un
analito que puede ser detectada pero no cuantificada como un valor exacto.
Mientras el límite de cuantificación se define como la concentración más baja que
puede determinarse cuantitativamente como aceptable precisión y exactitud.
En este capítulo se realizará la validación de los siguientes métodos analíticos:
Análisis de MLX por espectrofotometría directa.
Análisis de MLX por espectrofotometría de primera derivada.
Análisis de AMX por espectrofotometría de primera derivada.
Análisis de MLX, AMX y sus productos de degradación por HPLC.
Análisis de MLX y AMX en muestras plasmáticas por HPLC.
5.1. Análisis de MLX por espectrofotometría directa U.V
Este método analítico será empleado para la cuantificación de MLX, en los si-
guientes ensayos: determinación del coeficiente de solubilidad de este principio activo
en los diferentes medios y con la presencia de los excipientes y también en la deter-
minación de rendimiento del mismo en las formulaciones estudiadas.
5.1.1. Selectividad
La especificidad es la capacidad de detectar al analito sin interferencias de otros
compuestos por ejemplo los excipientes usados. Por ello, se estudiaron el espectro de
los excipientes y el placebo de las formulaciones seleccionadas teniendo en cuenta la
dilución necesaria con el tampón PBS a la hora de hacer las lecturas. De esta forma,
se obtuvieron los espectros de las Fig. 5.1 y 5.2.
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Figura 5.1. Espectro normal de MLX 3,75 µg/ml (—), Tweenr 80 a la dilución 1:50
realizada con tampón PBS (—), Spanr 85 a la dilución 1:50 realizada con tampón PBS
(—) y lecitina de soja a la dilución 1:50 realizada con tampón PBS (—).
Figura 5.2. Espectros normales de mezcla de MLX 1 µg/ml y AMX 20 µg/ml (—) y de
placebo de la formulación MLX:AMX:Sacarina (r)
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La longitud de onda seleccionada para la realización del ensayo espectrofotomé-
trico normal de MLX fue de 361 nm, debido a que en ella el fármaco presentaba
un máximo de absorción. Como se observa, la interferencia de los componentes es
mínima a excepción de la lecitina de soja. De esta forma, se puede afirmar que el
método espectrofotométrico propuesto es específico para la determinación de MLX
a 361nm con la presencia de los excipientes con la excepción de lecitina de soja,
como consecuencia se va a proponer un método de primera derivada para este caso.
5.1.2. Linealidad
Se estudia la capacidad de este método para obtener resultados proporcionales a
las concentraciones del analito dentro de un intervalo determinado. Su determinación
se realiza para cinco concentraciones distintas a partir de una solución madre. Sus
resultados se muestran en la Fig. 8 obteniéndose la siguiente recta de regresión:
Absorbancia= A+B × C
Absorbancia= 0, 0000344 + 0, 0514× C
r = 0, 9999, r2 = 0, 9998
Tabla 5.1. Parámetros correspondientes al análisis de regresión lineal y=a+bx
Parámetro
de origen
Valor V.A Parámetro
de origen
Valor V.A
Valor a 0,000034 Valor b 0,0514
Desviación
estándar
0,00066 Desviación
estándar
0,0002
Desviación
estándar
relativo
194,1 %
Desviación
estándar
relativo
0,389% <2%
Intervalor
de
confianza∗
(-0,00139;0,00146) Incluye el 0
Intervalor
de
confianza∗
(0,051; 0,518)
T
estadístico∗∗
1,64 <2,145 T
estadístico∗∗
155,44 >2,145
V.A= Valor aceptada.
∗ Se calcula el intervalo de confianza para un índice de confianza del 95%.
∗∗ Valor de T student para un nivel de significación P=0,05 con el grado de libertad
n-1=14.
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Figura 5.3. Recta de calibrado de MLX en tampón PBS.
A la vista de los resultados obtenidos se puede concluir que el método es lineal
dentro del intervalo de concentración utilizado, ya que los valores se encuentran
dentro de los límites especificados, además es un método proporcional, puesto que
la recta de calibración pasa por origen de coordenadas.
5.1.3. Precisión
La precisión se va a calcular a partir de los estudios de repetibilidad y precisión
intermedia.
Repetibilidad
Según lo exigido por la ICH [1], se realizaron tres mediciones en las tres con-
centraciones preparadas: una concentración de 3 µg/ml que contiene un 100% de
analito, 2,25 µg/ml para la muestra que contiene un 75% y 3,75 µg/ml para la mues-
tra que representa un 125%. Se calculó el coeficiente de variación. Los resultados
quedan reflejados en la tabla 5.2
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Tabla 5.2. Precisión del método mediante estudios de repetibilidad para muestras a las
que se les adiciona un 75% (2,25 µg/ml), un 100% (3 µg/ml) y un 125% (3,75 µg/ml) de
MLX.
MUESTRAS Absorbancias equivalentes a los porcentajes:
75% 100% 125%
1
0,115 0,154 0,192
0,118 0,154 0,191
0,115 0,152 0,191
2
0,119 0,160 0,203
0,119 0,158 0,198
0,120 0,158 0,199
3
0,114 0,152 0,191
0,113 0,152 0,195
0,115 0,151 0,190
x± SD 0,1165±0,0025 0,1549±0,0033 0,1945±0,0046
C.V 2,16% 2,11% 2,35%
Los valores de C.V. son, en este caso, como máximo del 2,35% lo que permite
considerar que este método presenta una buena repetibilidad en el análisis de MLX.
Precisión intermedia
Para estudiarla, se determinó en cada concentración el coeficiente de variación,
a partir de nueve datos: los tres obtenidos el primer día, los tres del segundo día y
los tres del tercer día. Los resultados fueron los siguientes:
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Tabla 5.3. Precisión del método mediante estudios de precisión intermedia para muestras
a las que se les adiciona un 75% (2,25 µg/ml), un 100% (3 µg/ml) y un 125% (3,75
µg/ml) de MLX
DÍAS Absorbancias equivalentes a los porcentajes:
75% 100% 125%
1
0,109 0,150 0,183
0,109 0,148 0,185
0,111 0,149 0,184
2
0,115 0,154 0,192
0,115 0,152 0,191
0,118 0,154 0,191
3
0,116 0,157 0,196
0,118 0,158 0,195
0,119 0,156 0,195
x± SD 0,1144±0,0033 0,1531±0,0036 0,1902±0,0050
C.V 3,39% 2,34% 2,64%
Los valores de C.V. son, en este caso, como máximo del 3,39 % lo que permite
considerar que este método presenta una buena precisión intermedia en el análisis
de MLX.
Al presentar en los casos de repetibilidad y precisión un C.V. menor del 5% se
puede considerar este método como preciso.
5.1.4. Recuperación
Muestra la capacidad del método analítico para dar los resultados más próximos
al valor real. Al tampón PBS se le añadieron cantidades conocidas de MLX materia
prima y se agitó hasta su completa disolución. El analito se añadió en tres magni-
tudes de cantidad distintas, siempre por triplicado. Posteriormente se cuantificaron
las soluciones formadas siguiendo el método analítico. Los resultados obtenidos se
resumen en la tabla 5.4.
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Tabla 5.4. Resultados de recuperación de MLX en las muestras que contienen un 75%
(2,25 µg/ml), 100% (3 µg/ml); 125% (3,75 µg/ml) de MLX.
% de MLX adicionado a la muestra % de MLX recuperado % recuperado
Muestra + 75% MLX
75,10 100,13
74,93 99,92
75,73 100,98
Muestra+100% MLX
100,50 100,50
99,79 99,79
100,14 100,14
Muestra+125% MLX
125,69 100,56
125,85 100,68
126,03 100,83
No de muestras 9
x± SD 100,39 ± 0,414
C.V 0,41 %
La recuperación de esta técnica presenta valores de C.V. del 0,41 %. No hay
retenciones ni pérdidas del analito.
5.1.5. Sensibilidad
La sensibilidad se demuestra en los límites de detección y de cuantificación.
La Conferencia Internacional de Harmonización [1] ofrece tres posibilidades para
el cálculo de los límites de detección y de cuantificación: una primera visual, una
segunda basada en la relación entre señal y ruido y una tercera posibilidad que es
la aplicación de un método matemático. De todos ellos se optó por el método más
fiable que es el método basando en la relación entre señal y ruido. Los resultados son
0,15 µg/ml, límite de detección de meloxicam y 0,40 µg/ml, límite de cuantificación.
5.2. Análisis de MLX por espectrofotometría de primera de-
rivada
Para analizar cuantitativamente el meloxicam en los estudios dónde hay interfe-
rencia en el espectro normal (por ejemplo la lecitina de soja que absorbe también
a la longitud de onda de 361 nm), se ha realizado una validación de la técnica de
primera derivada de la espectrofotometría de absorción en el espectro ultravioleta /
61
5.2. ANÁLISIS DE MLX POR ESPECTROFOTOMETRÍA DE PRIMERA DERIVADA
visible. Esta técnica ha demostrado su capacidad de determinar cuantitativamente
las sustancias en mezclas de multicomponentes [2, 3, 4]. La espectrofotometría de-
rivada se basa en los resultados obtenidos a partir de la derivada del espectro de
orden cero de la absorción UV-Vis. El espectro derivado contiene los perfiles más
característicos en comparación del normal: aparecen nuevos picos máximos y míni-
mos y los puntos que cruzan el eje X. Por otro lado, la espectrofotometría derivada
mantiene todas las reglas de espectrofotometría normal, por ejemplo, la dependencia
de los valores derivados en la concentración de los analitos y la regla de aditividad.
Las características mencionadas anteriormente permiten la determinación de varios
componentes en una mezcla mediante la medición de la amplitud de espectro deri-
vado de la mezcla. Si la medición de la altura de los picos de un analito se realiza
a las longitudes de onda a las cuales los espectros de los otros componentes de la
mezcla cruzan el eje X, la amplitud es proporcional únicamente a la concentración
del componente en cuestión [5].
5.2.1. Selectividad
Se estudia la selectividad del MLX con los excipientes usados, especialmente
analizando la selectividad respecto a la lecitina de soja, porque se ha demostrado
una interferencia significativa en el espectro normal. Por lo tanto en la selectividad
de primera derivada se comparan los barridos de soluciones de principio activo con
el barrido de primera derivada de una muestra de lecitina de soja a la dilución de 1:
625 en el tampón PBS. Esta dilución corresponde a la dilución que se utiliza para
determinar la concentración de MLX en las pruebas de solubilidad (Fig 5.4) donde
se observa la ausencia de interferencias para la longitud de onda de 335 nm que se
corresponden con el pico máximo de la primera derivada de MLX. Las condiciones
de trabajo son ∆λ = 8 nm y factor de multiplicación 10.
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Figura 5.4. Barridos de primera derivada de meloxicam (—), de lecitina de soja (—) y
barrido de espectro normal de lecitina de soja (—)
5.2.2. Linealidad
Se determinó la linealidad del método a partir de cinco niveles de concentración
en el intervalo de 1-5 µg/ml. Se obtuvo la recta de calibrado siguiente:
Absorbancia = A+B × C
Absorbancia = −0, 00013 + 0, 01096× C
r = 0, 9998, r2 = 0, 9996
Tabla 5.5. Parámetros correspondientes al análisis de regresión lineal y=a+bx
Parámetro
de origen
Valor V.A Parámetrode origen
Valor V.A
Valor a -0,00013 Valor b 0,01096
Desviación
estándar
0,000197 Desviación
estándar
0,0000598
Desviación
estándar
relativo
151,54 %
Desviación
estándar
relativo
0,0000598% <2%
Intervalor
de
confianza∗
(-0,00056;0,0003) Incluye
el 0
Intervalor
de
confianza∗
(0,01083; 0,01109)
T
estadístico∗∗
-0,66 <2,145 Testadístico∗∗
141,54 >2,145
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donde:
V.A= Valor aceptada.
∗ Se calcula el intervalo de confianza para un índice de confianza del 95%.
∗∗ Valor de T student para un nivel de significación P=0,05 con el grado de libertad
n-1=14.
Figura 5.5. Recta de calibrado de MLX en el espectro de primera derivada a 335 nm
Como conclusión, la linealidad de Y=0,011X-0,00013 se consigue con la primera
derivada de MLX en espectrofotometría UV a la longitud de onda de 335 nm en el
intervalo de concentración de 1-5 µg/ml bajo las condiciones de trabajo: ∆λ = 8
nm y factor de multiplicación 10.
5.2.3. Precisión
La precisión se va a calcular a partir de los estudios de repetibilidad y precisión
intermedia.
Repetibilidad
La repetibilidad del método se determina a través del coeficiente de variación
(C.V.) Se preparan tres soluciones madres, analizándose una concentración de 3
µg/ml que contiene un 100% de analito, 2,25 µ g/ml para la muestra que contiene
un 75% y 3,75 µg/ml para la muestra que representa un 125%. Los resultados de
altura de los picos y sus C.V. se representan en la tabla 5.6.
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Tabla 5.6. Precisión del método mediante estudios de repetibilidad para muestras que
contienen un 75% (2,25 µg/ml), un 100% (3 µg/ml) y un 125% (3,75 µg/ml) de MLX.
MUESTRAS Absorbancias equivalentes a los porcentajes:
75% 100% 125%
1
0,025 0,033 0,041
0,025 0,033 0,040
0,025 0,032 0,041
2
0,025 0,034 0,043
0,025 0,034 0,042
0,026 0,034 0,042
3
0,025 0,034 0,042
0,026 0,034 0,042
0,026 0,034 0,042
x± SD 0,0253±0,0005 0,0334±0,0007 0,0415±0,0008
C.V 1,81% 2,13% 2,00%
Los valores de C.V. son, en este caso, como máximo del 2,0 %, lo que permite
considerar que este método presenta una muy buena repetibilidad en el análisis de
MLX.
Precisión intermedia
Este ensayo se realizó midiendo tres muestras diferentes, que se corresponden
con los porcentajes del 75, 100 y 125, durante 3 días diferentes, sus resultados se
muestran en la tabla 5.7.
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Tabla 5.7. Precisión del método mediante estudios de precisión intermedia para muestras
que contienen un 75% (2,25 µg/ml), un 100% (3 µg/ml) y un 125% (3,75 µg/ml) de
MLX.
MUESTRAS Absorbancias equivalentes a los porcentajes:
75% 100% 125%
1
0,023 0,030 0,038
0,023 0,031 0,039
0,024 0,031 0,038
2
0,025 0,033 0,041
0,025 0,033 0,040
0,025 0,032 0,041
3
0,025 0,034 0,042
0,025 0,034 0,042
0,025 0,033 0,041
x± SD 0,0244±0,0009 0,0323±0,0014 0,0402±0,0016
C.V 3,61% 4,37% 3,89%
Los valores de C.V. son, en este caso, como máximo del 4,37 % lo que permite
considerar que este método presenta una buena precisión intermedia en el análisis
de MLX.
Al presentar en los casos de repetibilidad y precisión un C.V. menor del 5%
podemos considerar este método como preciso.
5.2.4. Recuperación
La recuperación se calculará mediante el coeficiente de variación (C.V.), para
una muestra placebo a los que se ha adicionado tres concentraciones diferentes de
MLX. La muestra placebo para este estudio consistía en una mezcla de lecitina de
soja en el tampón PBS a 2,3%. Sus resultados se muestran en la tabla 5.8.
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Tabla 5.8. Resultados del estudio de recuperación de MLX en presencia de una muestra
placebo de lecitina de soja en tampón PBS a 2,3% para muestras que contienen un 75%
(2,25 µg/ml), 100% (3 µg/ml); 125% (3,75 µg/ml) de MLX.
% de MLX adicionado a la muestra % de MLX recuperado % recuperado
Muestra + 75% MLX
76,18 101,57
74,88 99,84
75,49 100,65
Muestra+100% MLX
99,62 99,62
100,44 100,44
100,09 100,09
Muestra+125% MLX
124,04 99,27
125,02 100,02
123,47 98,77
No de muestras 9
x± SD 100,03 ± 0,81
C.V 0,81 %
La recuperación de esta técnica presenta valores de C.V. del 0,81 %. No hay
retenciones ni pérdidas del analito.
5.2.5. Sensibilidad
Los límites de detección y de cuantificación del método, calculados por la relación
entre señal y ruido son 0,15 µg/ml y 0,8 µg/ml respectivamente.
5.3. Análisis de AMX por Espectrofotometría de primera de-
rivada
Los espectros de absorción de MLX y AMX están superpuestos en el interva-
lo de longitud de onda de 200-300 nm (ver Figura 5.6). Por lo tanto la valoración
de MLX es posible mediante el método UV de espectro normal validado según el
apartado anterior, sin embargo la determinación de AMX resulta imposible por las
interferencias de MLX. Se ha llevado a cabo la determinación de AMX mediante
espectrofotometría UV de primera derivada ya que esta técnica ha demostrado su
eficacia en la determinación simultánea de varios analitos en sistemas multicompo-
nentes (Anexo 1). Es un método sencillo y rápido para determinar el rendimiento
67
5.3. ANÁLISIS DE AMX POR ESPECTROFOTOMETRÍA DE PRIMERA DERIVADA
de AMX en las formulaciones preparadas.
Figura 5.6. Espectro normal de MLX 1 µg/ml (—), de AMX 20 µg/ml (—), de mezcla de
MLX 2 µg/ml y AMX 40 µg/ml (—) a las cuales concentraciones proporcionales a las
concentraciones de las formulaciones.
Figura 5.7. Espectro de primera derivada de MLX 1 µg/ml (—), de AMX 20 µg/ml (—),
de mezcla de MLX 2 µg/ml y AMX 40 µg/ml (—).
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5.3.1. Selectividad
Se estudió la selectividad del método en cuestión frente al placebo de las formu-
laciones seleccionadas. Se ha observado que los excipientes no interfieren a la altura
de absorción del espectro de primera derivada de AMX D1 a 246,2 nm (ver Fig. 5.8).
Por lo tanto, se ha validado un método espectrofotométrico UV de primera derivada
para la determinación de AMX a la longitud de onda de 246,2 nm.
Figura 5.8. Espectros de primera derivada de la mezcla de MLX 1 µg/ml y AMX 20
µg/ml (—) a las concentraciones proporcionales a las de las formulaciones y del placebo
de la formulación AMX:MLX:sacarina (r).
5.3.2. Linealidad
Su determinación se realiza para cinco concentraciones distintas a partir de una
solución madre de AMX. Sus resultados se muestran a continuación.
Absorbancia= A+B × C
Absorbancia= 0, 002− 0, 0075× C
r = 0, 9998, r2 = 0, 9997
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Tabla 5.9. Parámetros correspondientes al análisis de regresión lineal y=a+bx
Parámetro
de origen
Valor V.A Parámetro
de origen
Valor V.A
Valor a -0,0021 Valor b -0,0075
Desviación
estándar
0,000079 Desviación
estándar
0,00244
Desviación
estándar
relativo
151,54 %
Desviación
estándar
relativo
0,637% <2%
Intervalor
de
confianza∗
(-0,0073;0,00317) Incluye el 0
Intervalor
de
confianza∗
(-0,0077;- 0,00743)
T
estadístico∗∗
-2,04 <2,145 T
estadístico∗∗
-238,02 <-2,145
V.A= Valor aceptada.
∗ Se calcula el intervalo de confianza para un índice de confianza del 95%.
∗∗ Valor de T student para un nivel de significación P=0,05 con el grado de libertad
n-1=14.
Figura 5.9. Recta de calibración de AMX en tampón PBS.
En conclusión, la determinación de AMX se realiza por la recta de calibrado:
y = −0, 0075x−0, 0021 en espectrofotometría UV de primera derivada a la longitud
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de onda de 246,2nm utilizando ∆λ = 8 nm y factor de multiplicación 10, siendo
lineal en el intervalo de concentración de 20 a 40 µg/ml.
5.3.3. Precisión
La precisión se va a calcular a partir de los estudios de repetibilidad y precisión
intermedia.
Repetibilidad
La repetibilidad del método se determina a través del coeficiente de variación
(C.V.) Se preparan tres soluciones madres, analizándose una concentración de 30
µg/ml que contiene un 100% de analito, 22,5 µg/ml para la muestra que contiene
un 75% y 37,5 µg/ml para la muestra que representa un 125%. Los valores obtenidos
en unidades de absorbancia y sus C.V. se representan en la tabla 5.10.
Tabla 5.10. Precisión del método mediante estudios de repetibilidad para muestras que
contienen un 75% (30 µg/ml), un 100% (40 µg/ml) y un 125% (50 µg/ml) de MLX.
MUESTRAS Absorbancias equivalentes a los porcentajes:
75% 100% 125%
1
-0,171 -0,229 -0,285
-0,168 -0,228 -0,283
-0,168 -0,229 -0,282
2
-0,173 -0,227 -0,283
-0,168 -0,227 -0,279
-0,167 -0,227 -0,278
3
-0,171 -0,227 -0,284
-0,170 -0,228 -0,285
-0,171 -0,224 -0,286
x± SD -0,1697±0,0020 -0,2278±0,0009 -0,2828±0,0027
C.V 1,18% 0,39% 0,96%
Los valores de C.V. son, en este caso, como máximo del 1,18%, lo que permite
considerar que este método presenta una buena repetibilidad en el análisis de la
ámoxicilina sódica.
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Precisión intermedia
Este ensayo se realizó midiendo tres muestras diferentes, que se corresponden
con los porcentajes del 75, 100 y 125, durante 3 días diferentes, sus resultados se
muestran en la tabla 5.11.
Tabla 5.11. Precisión del método mediante estudios de precisión intermedia para muestras
a las que se les adiciona un 75% (22,5 µg/ml), un 100% (30 µg/ml) y un 125% (37,5
µg/ml) de MLX
DÍAS Absorbancias equivalentes a los porcentajes:
75% 100% 125%
1
-0,172 -0,229 -0,287
-0,170 -0,229 -0,286
-0,171 -0,228 -0,285
2
-0,170 -0,227 -0,285
-0,171 -0,225 -0,286
-0,167 -0,226 -0,285
3
-0,171 -0,228 -0,283
-0,168 -0,229 -0,285
-0,168 -0,229 -0,282
x± SD -0,170±0,02 -0,228±0,001 -0,285±0,02
C.V 1,01% 0,65% 0,54%
Los valores de C.V. son, en este caso, como máximo del 1,01 % lo que permite
considerar que este método presenta una buena precisión intermedia en el análisis
de AMX.
Al presentar en los casos de repetibilidad y precisión intermedia un C.V. menor
del 5% se puede considerar este método como preciso.
5.3.4. Recuperación
La recuperación se calculará mediante el coeficiente de variación (C.V.), para una
muestra placebo de la formulación MLX:AMX:Sacarina a la que se ha adicionado
tres concentraciones diferentes de AMX. Sus resultados se muestran en la tabla 5.12.
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Tabla 5.12. Resultados de recuperación de MLX en las muestras que contienen un 75%
(2,25 µg/ml), 100% (3 µg/ml); 125% (3,75 µg/ml) de MLX.
% de MLX adicionado a la muestra % de MLX recuperado % recuperado
Muestra + 75% MLX
75,10 100,13
74,93 99,92
75,73 100,98
Muestra+100% MLX
100,50 100,50
99,79 99,79
100,14 100,14
Muestra+125% MLX
125,69 100,56
125,85 100,68
126,03 100,83
No de muestras 9
x± SD 100,39 ± 0,414
C.V 0,41 %
La recuperación de esta técnica presenta valores de C.V. del 0,41 %. No hay
retenciones ni pérdidas del analito.
5.3.5. Sensibilidad
Los límites de detección y de cuantificación del método calculados por la relación
entre señal y ruido son 0,8 µg/ml y 1,5 µg/ml respectivamente.
5.4. Análisis simultáneo de AMX y MLX por Cromatografía
líquida de alta resolución (HPLC)
Para la determinación de AMX y MLX por HPLC en las muestras del estudio
de estabilidad química, se ha desarrollado un nuevo método validado según ICH
[1]. La principal dificultad para analizar ambos fármacos simultáneamente es que
poseen diferentes características de polaridad. El MLX tiene un tiempo de retención
adecuado sólo en el caso del uso de una gran cantidad de disolvente orgánico en la
fase móvil, mientras que la AMX al ser más polar presenta unos tiempos de retención
muy bajos en las mismas condiciones.
Se emplea un cromatógrafo de líquido de alta resolución (HPLC) Jasco (Tokyo,
Japón) modular que consta de: Bomba Jasco PU-1580, detector UV Jasco UV-1575
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(HPLC)
a 272 nm y un autoinyector Gilson 231XL (Middleton, WI, U.S.A).
Como fase estacionaria se emplea una columna de fase reversa Mediterranea
Sea18 (Barcelona, España) con un diámetro interno de 5 µm, y dimensiones 25×0,5
cm.
Las condiciones de la fase móvil son las siguientes:
Flujo de 1 ml/min.
Composición: tampón de acetato sódico 0,17 M de pH 6: Acetonitrilo (70:30).
Volumen de inyección: 100 µl.
Intervalo de concentración seleccionada: AMX (5-50 µg/ml), MLX (0,3-15
µg/ml).
Temperatura del ensayo: ambiente.
Tiempo de análisis 20 min. Los tiempos de retención son, aproximadamente,
2-3 min para el pico de AMX y 13 min para MLX.
La preparación de las disoluciones a inyectar se describe a continuación:
Disoluciones patrón: se emplean para la validación del método y se utilizan
diariamente para la valoración de las muestras problema. Corresponden a so-
luciones realizadas con fase móvil de AMX a la concentración de 1 mg/ml y
disoluciones con acetonitrilo de MLX a la misma concentración. Se desechan
una vez transcurridas 8 horas desde su preparación.
Disoluciones de muestras problema: se trata de las muestras sólidas, se disuel-
ven y diluyen convenientemente en agua purificada. Para favorecer la disolución
total de los principios activos, estas disoluciones se sometieron al ultrasonidos
durante 3 minutos. Las muestras se inyectan antes de que transcurren los 30
minutos desde su preparación, previa filtración por un filtro de 0,45 µm.
La validación del método se precisan a continuación.
5.4.1. Selectividad
Primero, el método demuestra su capacidad de separar dos principios activos en
cuestión ya que el tiempo de retención de AMX es aproximadamente 2 minutos y el
de MLX es 11 minutos (ver Figura 5.10).
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Además, se estudió la selectividad del método frente los excipientes presentes en
las formulaciones desarrolladas. Asimismo, como se trata de un método empleado
para estudiar la estabilidad de los productos terminados, se demostró su selecti-
vidad frente los posibles productos de degradación de los principios activos. Para
obtener los productos de degradación, se sometieron ambos fármacos a las siguientes
condiciones extremas: condición ácida (HCl, 3N), condición básica (NaOH, 3N), y
condición oxidativa (H2O2 3%) y condición térmica (temperatura de 80 oC) 24 horas
antes de su análisis (ver Figura 5.11).
Figura 5.10. Cromatogramas de: A) la mezcla de MLX a concentración de 15 µg/ml y
AMX a concentración de 50 µg/ml, B) blanco de la formulación MLX:AMX:Sacarina, C)
blanco de formulación MLX:AMX:CD respectivamente.
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Figura 5.11. Cromatogramas de la mezcla de MLX y AMX a concentración inical de 2
µg/ml y 40 µg/ml, respectivamente y sus productos de degradación: A) degradación con
calor, B) en medio ácido, C) en medio básico, D) en agua oxidada.
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Figura 5.12. Cromatogramas: A) de la formulación MLX:AMX:Sacarina, B) de la
formulación MLX:AMX:CD, recientemente preparadas.
5.4.2. Linealidad
Se estudia la capacidad del método para obtener los resultados proporcionales
a las concentraciones de ambos analitos dentro de un intervalo determinado. Su
determinación se realiza con cinco concentraciones distintas a partir de la misma
solución madre. Los resultados se muestran a continuación.
1. AMX
Área = A+B × C
Área = −8612, 6 + 15797× C
r = 0, 9999, r2 = 0, 9998
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Tabla 5.13. Parámetros correspondientes al análisis de regresión lineal y=a+bx
Parámetro
de origen
Valor V.A Parámetro
de origen
Valor V.A
Valor a -8612,6 Valor b 15797
Desviación
estándar
2885,96 Desviación
estándar
124,58
Desviación
estándar
relativo
33,5 %
Desviación
estándar
relativo
0,788% <2%
Intervalor
de
confianza∗
(-17797;571,85) Incluye el 0
Intervalor
de
confianza∗
(15400,67;16193)
T
estadístico∗∗
-1,98 <2,145 T
estadístico∗∗
126,798 >2,145
V.A = Valor aceptado.
* Se calcula el intervalo de confianza para un índice de confianza del 95%
** Valor de T student para un nivel de significación P=0,05 con el grado de
libertad n-1=14.
Figura 5.13. Recta de calibrado de AMX por HPLC.
2. MLX
Área = A+B × C
Área = 2888, 8 + 155718× C
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r = 0, 9998, r2 = 0, 9997
Tabla 5.14. Parámetros correspondientes al análisis de regresión lineal y=a+bx
Parámetro
de origen
Valor V.A Parámetro
de origen
Valor V.A
Valor a 2888,8 Valor b 155718
Desviación
estándar
6044,68 Desviación
estándar
837,84
Desviación
estándar
relativo
209,2 %
Desviación
estándar
relativo
0,53% <2%
Intervalor
de
confianza∗
(-10169,9;15947,5) Incluye el 0
Intervalor
de
confianza∗
(153907,9;157528)
T
estadístico∗∗
0,478 <2,145 T
estadístico∗∗
185,85 >2,145
V.A = Valor aceptado.
* Se calcula el intervalo de confianza para un índice de confianza del 95%
** Valor de T student para un nivel de significación P=0,05 con el grado de
libertad n-1=14.
Figura 5.14. Recta de calibrado de AMX por HPLC.
Los buenos resultados del coeficiente de determinación, coeficiente de correlación y
el análisis estadístico de valores de pendientes y origen permiten considerar que el
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método es lineal para la cuantificación de ambos principios activos en el intervalo
de trabajo.
5.4.3. Precisión
Repetibilidad
La repetibilidad del método se determina a través de coeficiente de variación
(C.V.) . Se preparan las tres soluciones madres de los dos principios activos, anali-
zándose los tres niveles de concentración alta, media y baja. Los valores obtenidos
en áreas y sus C.V. se representan en las tablas 5.15 y 5.16.
Tabla 5.15. Precisión del método mediante el estudio de repetibilidad para AMX a los tres
niveles de concentración.
MUESTRAS Absorbancias equivalentes a los porcentajes:
3 µg/ml 5 µg/ml 50 µg/ml
1
46612,6 75040,2 772694,0
46444,3 77426,9 787737,4
46303,8 74833,8 786141,6
2
47464,8 75084,3 766781,3
45384,7 76472,8 788036,9
48936,9 71049,1 791866,3
3
49359,2 74645,5 797119,0
48622,1 75716,1 746629,9
47646,7 69803,7 803112,0
x± SD 47419,5±1348,71 74452,3±2465,87 782235,4±17417,35
C.V 2,23% 3,31% 2,84%
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Tabla 5.16. Precisión del método mediante el estudio de repetibilidad para MLX a los tres
niveles de concentración.
MUESTRAS Absorbancias equivalentes a los porcentajes:
0,5 µg/ml 5 µg/ml 15 µg/ml
1
76239,4 773093,6 2295887,5
76686,7 797681,6 2345496,5
76062,4 770967,0 2362682,5
2
75977,6 773547,4 2361189,2
81829,0 787852,5 2360705,1
78466,2 731975,9 2297241,1
3
80026,0 769027,2 2255142,3
80810,8 780046,0 2435833,7
82481,9 719144,7 2335997,5
x± SD 78731,1±2617,94 764037,3±25404,31 2338908,4±51945,72
C.V 2,22% 3,31% 3,33%
Los valores de C.V. son aceptables ya que el valor más alto es de 3,33%. Se
puede considerar que el método tiene buena repetibilidad para la determinación de
ambos fármacos.
Precisión intermedia
Para ello, se analizan tres concentraciones distintas en tres días distintos (ver
Tablas 5.17 y 5.18 ).
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Tabla 5.17. Precisión del método mediante estudios de precisión intermedia para muestras
a las que se les adiciona un 75% (22,5 µg/ml), un 100% (30 µg/ml) y un 125% (37,5
µg/ml) de MLX
DÍAS Áreas equivalentes a las concentraciones
3µg/ml 5µg/ml 50µg/ml
1
50291,6 70447,8 772266,5
52280,1 71166,7 792988,5
52642,8 69057,1 783860,5
2
47464,8 68450,7 766780,8
45384,7 69466,0 788036,4
48936,9 67536,7 791865,8
3
47265,1 66027,8 809904,2
46642,0 68354,9 774520,0
46598,2 69498,0 793479,7
x±SD 46835, 1± 373, 02 67960, 2± 1768, 41 792634, 6± 17707, 25
C.V. 0,80% 2,60% 2,23%
Tabla 5.18. Precisión del método mediante estudios de precisión intermedia para muestras
a las que se les adiciona un 75% (22,5 µg/ml), un 100% (30 µg/ml) y un 125% (37,5
µg/ml) de MLX
DÍAS Absorbancias equivalentes a los porcentajes:
0,5 µg/ml 5 µg/ml 15 µg/ml
1
74851,8 773938,0 2325145,1
77894,6 769874,8 2342640,4
77894,6 769874,8 2342640,4
2
90845,4 773093,6 2295887,5
92745,8 797681,6 2345496,5
91795,6 770967,0 2362682,5
3
76717,1 795377,9 2325943,9
77231,4 821845,0 2311879,9
77700,3 774604,5 2350598,6
x± SD 77216,3± 491,76 797275,8 ± 23677,36 2329474,1± 19599,30
C.V 0,64% 2,97% 0,84%
Los valores de C.V. en estos casos tuvieron un valor máximo de 2,97%, lo cual
permite considerar que el método tiene buena precisión intermedia para la determi-
nación de los principios activos.
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5.4.4. Exactitud
La exactitud se analiza mediante la recuperación de los analitos a partir de las
muestras placebo a las que se ha adicionado tres concentraciones distintas de MLX
y AMX.
Los placebos usados en estos estudios corresponden a los placebos de dos formula-
ciones seleccionadas para el estudio de estabilidad, que son formulaciones
MLX:AMX:Sacarina y MLX:AMX:CD
Los resultados se muestran en las Tablas 5.19-5.22.
Tabla 5.19. Resultados del estudio de exactitud de AMX en presencia del placebo
correspondiente a la formulación MLX:AMX:CD para las muestras a las que se les
adicionan los tres niveles de concentraciones de AMX.
Conc. de AMX adicionado a la
muestra
Conc. de AMX recuperado
(µg/ml)
% recuperado
Muestra + 3µg/ml AMX
3,10 103,30
3,04 101,23
3,01 100,27
Muestra+5µg/ml AMX
4,93 98,54
4,99 99,77
4,93 98,68
Muestra+50µg/ml AMX
50,38 100,77
49,53 99,05
50,10 100,19
No de muestras 9
x± SD 100,20 ± 1,48
C.V 1,48 %
83
5.4. ANÁLISIS SIMULTÁNEO DE AMX Y MLX POR CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA RESOLUCIÓN
(HPLC)
Tabla 5.20. Resultados del estudio de exactitud de AMX en presencia del placebo
correspondiente a la formulación MLX:AMX:CD para las muestras a las que se les
adicionan los tres niveles de concentraciones de AMX.
Conc. de AMX adicionado a la
muestra
Conc. de AMX recuperado
(µg/ml)
% recuperado
Muestra + 3µg/ml AMX
2,90 96,51
2,87 95,52
2,92 97,31
Muestra+5µg/ml AMX
4,98 99,53
5,26 105,15
5,10 102,00
Muestra+50µg/ml AMX
50,68 101,36
48,40 96,79
50,91 101,82
No de muestras 9
x± SD 99,35 ± 3,24
C.V 3,24 %
Tabla 5.21. Resultados del estudio de exactitud de AMX en presencia del placebo
correspondiente a la formulación MLX:AMX:CD para las muestras a las que se les
adicionan los tres niveles de concentraciones de AMX.
Conc. de AMX adicionado a la
muestra
Conc. de AMX recuperado
(µg/ml)
% recuperado
Muestra + 0,5µg/ml AMX
0,49 98,79
0,50 99,97
0,49 97,50
Muestra+5µg/ml AMX
5,15 102,95
4,99 99,89
4,89 97,70
Muestra+15µg/ml AMX
14,55 97,00
15,28 101,89
15,16 101,05
No de muestras 9
x± SD 99,64 ± 2,07
C.V 2,08 %
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Tabla 5.22. Resultados del estudio de exactitud de AMX en presencia del placebo
correspondiente a la formulación MLX:AMX:CD para las muestras a las que se les
adicionan los tres niveles de concentraciones de AMX.
Conc. de AMX adicionado a la
muestra
Conc. de AMX recuperado
(µg/ml)
% recuperado
Muestra + 0,5µg/ml AMX
0,49 98,44
0,52 103,92
0,51 102,58
Muestra+5µg/ml AMX
5,15 102,95
4,99 99,89
4,89 97,70
Muestra+50µg/ml AMX
14,55 97,00
15,28 101,89
15,16 101,05
No de muestras 9
x± SD 100,60 ± 2,47
C.V 2,47 %
Ambos analitos en los dos placebos estudiados presentan una recuperación del
99,35% a 100,60% con un valor máximo de C.V de 2,25%. Por lo tanto, se ha
demostrado que no hay retención y pérdidas de los analitos. A partir de los resultados
de la validación se considera que el método HPLC para la determinación simultanea
de AMX y MLX en los productos terminados durante los estudios de estabilidad es
selectivo, lineal, preciso y exacto.
5.4.5. Sensibilidad
Para AMX, los límites de detección y de cuantificación del método encontrados
mediante la relación entre señal y ruido son 1,3 µg/ml y 2,3 µg/ml respectivamente.
Para MLX, los límites de detección y de cuantificación del método en función a
la relación entre señal y ruido son 0,01µg/ml y 0,02 µg/ml respectivamente.
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5.5. Método analítico para determinación de AMX y MLX en
los estudios farmacocinéticos
El método de HPLC validado en el apartado anterior ha demostrado ser adecuado
para la determinación de MLX en muestras biológicas ya que el placebo de estas
muestras no interfiere con el pico de MLX (ver fig. 5.15).
Figura 5.15. Cromatogramas de A) blanco de plasma, B) patrón de AMX y MLX
correspondientes a concentración de 10 µg/ml, C) plasma cargada de AMX y MLX a
concentración de 1 µg/ml, respectivamente
Sin embargo, el método no es selectivo para la determinación de AMX en las
muestras de plasma ya que las proteínas plasmáticas también tienen un tiempo de
retención aproximadamente igual al de este fármaco (2-3 minutos). Por lo tanto, las
determinaciones de MLX y AMX en las muestras biológicas se van a analizar por dos
métodos separados. MLX se valora según el método validado en el apartado anterior
y AMX se determina según un nuevo método de HPLC detallado a continuación.
Se emplea el mismo equipo de HPLC con la misma fase estacionario, sólo se
cambia la fase móvil que es tampón dihidrógeno fosfato potásico: Trietilamina: Ace-
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tonitrilo (1000:7:40). El flujo es de 1,5 ml/min. La longitud de onda usada es 230
nm.
Para la preparación de las muestras biológicas se trabaja de la manera siguiente:
a un volumen aproximado de 250 µl de plasma se añade 1ml del metanol como agente
desproteinizante, se agita bien en el vortex durante 1 minuto, luego se centrifuga a
5000 rpm durante 30 minutos, se recoge el sobrenadante y se mezcla bien con 1 ml
de agua. Se filtra la mezcla final a través del filtro de membrana de 0,45 µm y se
inyecta al equipo de HPLC.
Preparación de las soluciones patrón a inyectar: a partir de la solución madre
de AMX (25 mg de AMX disuelta en agua en un matraz de 25 ml), se diluye con
metanol: agua [1, 2] para obtener las distintas soluciones patrón (ver fig. 5.16).
5.5.1. Selectividad
Se han comparado los cromatogramas del patrón de AMX, el plasma y el plasma
cargado de principio activo. Se ve que al tiempo de retención en cuestión, 15 minutos,
que corresponde a la AMX no hay ninguna interferencia (ver fig. 5.16). Por lo tanto
el método es selectivo para la determinación de AMX.
Figura 5.16. Cromatogramas de A) patrón de AMX a concentración de 20 µg/ml, B) de
plasma, C) de plasma cargada de AMX y MLX a concentración de 1 µg/ml.
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5.5.2. Linealidad
Se construyen la recta de calibración a partir de cinco puntos de concentración
en el intervalo de 1 a 10 µg/ml. Las determinaciones se hacen por triplicado. Sus
resultados se muestran en la figura obteniéndose la siguiente recta de regresión:
Área = A+B × C
Área = −745, 1 + 87297× C
r = 0, 9998, r2 = 0, 9997
Tabla 5.23. Parámetros correspondientes al análisis de regresión lineal y=a+bx
Parámetro de
origen
Valor V.A Parámetro de
origen
Valor V.A
Valor a -745,1 Valor b 87297
Desviación
estándar
39214,5 Desviación
estándar
646,4
Desviación es-
tándar relativo
904,4 % Desviación es-
tándar relativo
0,74% <2%
Intervalor de
confianza∗
(-89053,4;80381,9) Incluye el 0 Intervalor de
confianza∗
(85859,1;88652,2)
T estadístico∗∗ -0,11 <2,145 T estadístico∗∗ 134,98 >2,145
V.A = Valor aceptado.
* Se calcula el intervalo de confianza para un índice de confianza del 95%
** Valor de T student para un nivel de significación P=0,05 con el grado de libertad
n-1=14.
Figura 5.17. Recta de calibrado de AMX por HPLC.
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Los buenos resultados del coeficiente de correlación (r), del coeficiente de deter-
minación (r2) y análisis estadístico de pendiente y origen de la recta de calibrado
han permitido considerar que este método es lineal para la cuantificación de AMX
en el rango de concentración de 1 a 10 µg/ml.
5.5.3. Precisión
Repetibilidad
La repetibilidad del método se determina a través del coeficiente de variación
(C.V.) Se preparan tres soluciones madres, analizándose una concentración baja de
1 µg/ml, una concentración media de 4 µg/ml y una concentración alta de 10 µg/ml.
Los valores obtenidos en áreas y sus C.V. se representan en la Tabla 5.24.
Tabla 5.24. Precisión del método mediante el estudio de repetibilidad para AMX a los tres
niveles de concentración.
MUESTRAS Absorbancias equivalentes a los porcentajes:
1 µg/ml 4 µg/ml 10 µg/ml
1
90015,6 346712,9 877183,2
84267,1 334824,2 872783,5
86303,8 340383,5 880605,4
2
87464,8 351842,7 867866,7
85384,7 347427,9 877803,6
88936,5 331104,9 899866,1
3
84359,2 356110,5 867961,9
88622,1 327681,0 844963,9
87646,7 349780,3 881124,8
x± SD 87000,1 ± 2050,78 342429,8 ± 9270,1 874462,2± 14597,8
C.V 2,36% 2,71% 1,67%
Los valores de C.V. en estos casos tienen el valor máximo de 2,71%, lo cual
permite considerar que el método tiene buena repetibilidad para la determinación
de AMX.
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Precisión intermedia
Se analizan tres concentraciones distintas en tres días distintos. Los resultados
obtenidos son:
Tabla 5.25. Precisión del método mediante estudios de precisión intermedia para muestras
a las que se les adiciona un 75% (22,5 µg/ml), un 100% (30 µg/ml) y un 125% (37,5
µg/ml) de MLX
DÍAS Absorbancias equivalentes a los porcentajes:
1 µg/ml 4 µg/ml 10 µg/ml
1
90015,6 346712,9 877183,2
84267,1 334824,2 872783,5
86303,8 340383,5 880605,4
2
88355,6 369852,1 881690,4
86231,4 352296,1 857893,6
91027,8 371029,3 879566,9
3
89569,1 361510,9 896192,2
86282,1 368719,0 839639,1
84536,7 359681,3 911124,8
x± SD 87398,8 ± 2435,44 356112,2 ± 13302,3 877408,8 ± 20468,3
C.V 2,79% 3,43% 2,33%
Los valores del C.V no son superiores al 5%, por lo cual se puede considerar que
el método tiene una buena precisión intermedia para la cuantificación de AMX.
5.5.4. Exactitud
La exactitud del método se analiza mediante la recuperación del analito a partir
de las muestras placebo de plasma a las que se han adicionado tres concentraciones
distintas de AMX. Y los resultados obtenidos se representan en la tabla 5.26.
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Tabla 5.26. Resultados del estudio de exactitud de AMX en presencia del placebo
correspondiente a la formulación MLX:AMX:CD para las muestras a las que se les
adicionan los tres niveles de concentraciones de AMX.
Conc. de AMX adicionado a la
muestra
Conc. de AMX recuperado
(µg/ml)
% recuperado
Muestra + 1,001 µg/ml AMX
1,00 100,43
1,00 97,99
1,00 98,81
Muestra+3 µg/ml AMX
31,19 104,61
31,40 105,31
30,28 101,56
Muestra+10µg/ml AMX
97,69 97,69
96,55 96,55
100,04 100,04
No de muestras 9
x± SD 100,33 ± 3,04
C.V 3,02 %
La recuperación es de 100, 33 ± 3, 04 % con los valores de C.V no superiores al
5%, a partir de estos resultados se puede considerar que el método desarrollado es
exacto.
En conclusión, el método desarrollado para la determinación de AMX en las
muestras de sangre para el estudio farmacocinético de AMX ha demostrado ser
específico, lineal, exacto y preciso.
5.5.5. Sensibilidad
Los límites de detección y de cuantificación del método encontrado según la
relación entre señal y ruido son 0,02 µg/ml y 0,04 µg/ml respectivamente.
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Capítulo 6
Selección de excipientes mediante el estu-
dio de coeficiente de solubilidad
MLX se caracteriza por presentar una escasa solubilidad en agua (0,014 mg/ml)
y en medios ácidos, con lo que este hecho constituye una dificultad en preparar
formulaciones farmacéuticas, especialmente en formas liquidas inyectables. Con el
fin de aumentar la solubilidad de MLX se estudió la solubilidad máxima de MLX
en medios básicos utilizando para ello diversos excipientes y de esta manera poder
contribuir a aumentar su eficacia de acción.
La preformulación se realizó en cuatros etapas, modificando los medios de di-
solución y seleccionando las proporciones de excipientes que conseguían mejorar
notablemente la concentración de saturación del MLX. Las cuatro etapas que se
utilizaron se describen a continuación:
6.1. Efecto de distintos excipientes sobre la solubilidad de
MLX
En la primera etapa, se estudió la concentración a saturación de MLX en distintas
proporciones de tampones con un pH entre 7,4 y 9,8. A estos tampones se les añadie-
ron distintos excipientes (tabla 6.1). Las soluciones tampón utilizadas (ver capítulo
4) fueron lAs siguientes: pH 7,4, pH 8,8 de glicina 0,023 M y pH 9,8. Los excipien-
tes utilizados son comúnmente utilizados en el laboratorio y además, en todos los
casos, son aptos para uso parenteral. Entre los excipientes utilizados encontramos:
surfactantes (Tween 80r, Span 85r y Lecitina de soja), azúcares (manitol, gluco-
sa y sorbitol), sacarina sódica y un polímero de naturaleza aniónica (carboximetil
celulosa sódica).
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Se prepararon las disoluciones de excipientes en agua destilada a la concentración
máxima permitida para formulaciones parenterales. Estas disoluciones de máxima
concentración permitida de los excipientes se consideran el 100%, a partir de ellas
se preparan los sistemas tampón- excipiente a distintas proporciones.
La cuantificación de la influencia de cada excipiente en la solubilidad de MLX se
obtuvo por la ecuación de Setchenow [1] como se muestra a continuación:
log
(
S
Sa
)
= kfa (6.1)
donde:
S, Sa: solubilidad de soluto en la ausencia y presencia de excipiente.
k: potencial de solubilización.
fa: fracción de volumen de excipiente.
Los valores de k se obtuvieron a partir de la relación de log(S/Sa) frente fa con
valores de fa mayores que 0.2.
Tabla 6.1. Potencial de solubilización (k) de MLX para varios tampones con diferentes
excipientes.
Tween Span Lecitina Manitol Glucosa Sorbitol Sacarina Carboximetilcelulosa
Sistemas 80r 85r de soja (5%) (2%) (2%) sódica (5%)
(10%) (10%) (2,3%) (0, 8 %)
Tampón
pH 7,4
-0,3023 -0,1915 0,2515 -0,0101 -0,7551 -0,0973 -0,8295 0,1975
Tampón
pH 8,8
-0,0300 0,1484 0,0485 0,2520 0,2770 0,1841 -0,1565 0,3036
Tampón
pH 9,8
-0,0114 0,0629 0,2306 -0,0372 -0,8216 0,3823 -0,9263 0,1453
En la tabla 6.1, se presentan los valores obtenidos de potencial de solubilización
k en los sistemas estudiados. El signo y magnitud de k es una medida para observar
el efecto que produce la presencia de excipientes en la solubilidad del soluto. La
magnitud de los valores de k da una comparación cuantitativa del potencial de
solubilización de varios sistemas. El signo positivo de k a partir de las concentraciones
de aditivos mayores o iguales a 20% (v/v) significa que la solubilidad de MLX
disminuye en presencia de un determinado cosolvente.
Los coeficientes de solubilidad de MLX en los tampones de pHs 7,4; 8,8 y 9,8
se representan en las tablas 6.2-6.4, respectivamente. La solubilidad de MLX es
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muy baja en agua (0,014 mg/ml), incrementándose notablemente en los medios de
tampón de pH 7,4 (0,701 mg/ml); pH 8,8 (4,116 mg/ml) y pH 9,8 (19,048 mg/ml).
Por lo tanto a medida que aumenta el pH hasta el valor 9,8, aumenta la solubilidad
del MLX en pHs superior a sus dos pKas (pKa1=1.09, pKa2=4.18) [2], debido a
la ionización parcial de su molécula, que se presenta principalmente en su forma
aniónica.
El incremento de la solubilidad de diversos principios activos en presencia de
distintos excipientes ha sido descrito por numerosos autores [3, 4]. En los sistemas
con un 100% de excipiente, la solubilidad de MLX también aumentó. La solubilidad
del principio activo en las disoluciones de surfactantes Tweenr 80 (0,073 mg/ml),
Spanr 85 (0,063mg/ml) y lecitina de soja (0,036 mg/ml) respectivamente, mostra-
ron un aumento en comparación con los resultados obtenidos en agua. Este hecho se
ha debido a que los excipientes utilizados presentaban concentraciones superiores a
la concentración mínima micelar (CMC). Por lo tanto se formaron micelas, de esta
forma las partes no polares del MLX se incluyeron en el interior de las mismas [5].
Por otra parte, a excepción de la disolución de manitol donde la solubilidad acuosa
de MLX no mejora (0,014 mg/ml), se observaron que se mejoró la concentración
de saturación del principio activo en las disoluciones de los siguientes excipientes:
glucosa (0,189 mg/ml), sorbitol (0,046 mg/ml), sacarina sódica (0,250 mg/ml), y
carboximetilcelulosa (0,103 mg/ml). El efecto de estos excipientes en la solubilidad
de MLX se debe a la formación de puentes de hidrógeno entre los grupos hidroxilo de
los mismos con los grupos polares de MLX ya que esta sustancia activa es un com-
puesto aromático que posee varios grupos polares que contienen oxigeno, nitrógeno
y azufre. [5]. Además, en el caso de la sacarina sódica (es una agente hidrotrópico),
al tener este compuesto una estructura parecida al de la sustancia activa, ayuda a
la solubilización de la misma mediante la formación de complejos.
La tabla 6.2 muestra los coeficientes de solubilidad de MLX en los sitemas de
tampón pH 7,4 - excipiente. El Tweenr 80 y el Spanr 85 mejoran la solubilidad
del fármaco en las proporciones tampón: excipiente (v/v) 80:20, 60:40, incluso 40:60
respecto al tampón sólo al 100%. A pH 7,4 el MLX no está del todo ionizado, ya que
este pH no está muy alejado de su segundo pKa, por lo tanto las micelas formadas
por los surfactantes son las responsables de disminuir la tensión superficial de las
moléculas de MLX con el agua mediante la internación de las mismas en su parte
apolar [5].
También se observa un incremento de la solubilidad de MLX en los sitemas de
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tampón pH 7,4 – azúcares debido a la formación de puentes de hidrógeno con los
grupos polares de MLX [5] y en el caso de la sacarina sódica, influye también la
estructura molecular que es muy parecida a la del principio activo.
Entre los excipientes utilizados, el Tweenr 80 y la sacarina sódica son los que más
incrementan la solubilidad de MLX obteniendo valores en la proporción 60:40 (v/v)
del sistema tampón – excipiente de 1,416 mg/ml y 0,944 mg/ml respectivamente. Por
lo tanto sus valores de k son más negativos (ver tabla 6.1). No obstante, no se observa
ninguna mejoría en el tampón - lecitina de soja y en el tampón -carboximetilcelulosa
sódica. El poco efecto que tuvo la lecitina de soja en el incremento de solubilidad
de MLX posiblemente se debe a sus propiedades fisicoquímicas, ya que suele usarse
para formar emulsiones A/O [6] por lo tanto sus micelas no se forman bien en agua
en comparación con Tweenr 80 y Spanr 85. En el caso de la carboximetilcelulosa
sódica, la baja solubilidad obtenida para el MLX se debe a las fuertes interacciones
intermoleculares entre los grupos aniónicos de la carboxilmetil celulosa y de la glicina
haciendo que el MLX se protone y precipite. Un fenómeno similar donde el MLX
precipitaba por la interacción entre dos cosolventes fue descrito por Seedher, et al.
[7].
A partir de los resultados obtenidos de solubilidad en los sistemas de tampón
de pH 8,8- excipiente (tabla 6.3) se observa que los excipientes mejoran la concen-
tración a saturación de MLX con respecto al tampón 100% donde se alcanza la
solubilidad máxima de MLX. Los sistemas tampón pH 8,8 – Tweenr80 , manitol,
glucosa y sacarina sódica en la proporción 80:20 (v/v) favorecen la solubilidad de
MLX obteniendo unos valores de solubilidad superiores al tampón 100%. Por lo tan-
to sus valores de k son negativos como se puede ver en la tabla 6.1. Por otro lado, la
solubilidad del MLX en el sistema tampón-carboximetilcelulosa es peor incluso que
en el sistema tampón- agua debido a una fuerte interacción intermolecular entre el
mismo excipiente con la glicina del tampón. Sin embargo, los sistemas de Spanr 85
y sorbitol con el tampón a pH 8,8 presentaron una mejoría al compararlos con el
tampón- agua. Con respecto al surfactante Spanr 85 ya no aumentan la concentra-
ción a saturación de MLX porque a este pH más alto, MLX está más polarizado,
por lo tanto el mecanismo de solubilización mediante la formación de las micelas no
es efectivo como en el caso del tampón pH 7,4.
La solubilidad de MLX en los sistemas de tampón de pH 9,8- excipiente se pre-
senta en la tabla 6.4. En todos los casos se obtuvieron mejores valores de solubilidad
con el tampón sólo, sin excipientes. El mejor valor de solubilidad (19,729 mg/ml)
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se logró con el tampón- sacarina sódica a 80:20 (v/v). El incremento en la solubili-
dad de MLX en estos sistemas, posiblemente, es debido a la presencia de un medio
con un pH óptimo para su ionización y una cantidad adecuada de grupos polares
que aportan la sacarina sódica y la glucosa favoreciendo la aparición de puentes de
hidrógeno.
Con la sacarina sódica se alcanzan los mejores valores de solubilidad, debido a
que su estructura es muy parecida a la de MLX, cumpliéndose la regla de “parecido
disuelve a parecido”, asimismo, este excipiente es un potente agente hidrotrópico [8]
que tiene la capacidad de formar complejos con algunos fármacos, como el MLX.
Sin embargo, los tampones- surfactantes, tampón- sorbitol, tampón- carboximetil
celulosa mostraron peores resultados que el tampón- agua. Los surfactantes no son
tan efectivos cuando las moléculas de MLX se presentan principalmente en su for-
ma ionizada. Por otra parte, la concentración de glicina es mayor en este tampón
y aumentará más la concentración de protones en el medio provocando que la car-
boximetilcelulosa compita más con el MLX empujándolo a protonarse, causando la
precipitación del fármaco. Respecto al comportamiento del sorbitol, ya que a di-
ferencia de los otros azúcares de forma dextro, se utilizó en su mezcla racémica,
existe una competencia entre los estereoisómeros sobre los grupos OH impidiendo la
formación de puentes de hidrógeno entre el excipiente y el MLX, no mejorando la
solubilización del mismo como con la glucosa y el manitol. La interpretación de los
resultados de k coincide con las observaciones a partir de los resultados anteriores ya
que los potenciales de solubilización de los surfactantes, sorbitol y carboximetilce-
lulosa sódica son positivos. Sin embargo, en el tampón-manitol, glucosa y sacarina
si ayudan a la solubilidad ya que sus valores de k son negativos. A partir de los
resultados obtenidos, entre los excipientes utilizados la sacarina sódica es la mejor
ya que el valor de k es el más negativo de todos (ver tabla 6.1)
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6.2. EFECTO DE LOS EXCIPIENTES SOBRE LA SOLUBILIDAD DE MLX EN EL TAMPÓN PH 11,2
6.2. Efecto de los excipientes sobre la solubilidad de MLX en
el tampón pH 11,2
En la segunda etapa de los estudios de preformulación se estudió la influencia
del incremento de pH hasta 11,2 en el incremento de solubilidad de MLX. Se se-
leccionaron los excipientes donde se obtuvieron los mejores valores de solubilidad
de MLX en el tampón pH 11,2, los cuales fueron: Tweenr 80, manitol, glucosa y
sacarina sódica. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 6.5.
Tabla 6.5. Solubilidad de MLX con diversos excipientes y tampón pH 11,2 en proporción
80:20 (v/v).
Tampón Excipiente Solubilidad media (mg/ml) ± DS
pH (%) Tweenr 80 Manitol Glucosa Sacarina
11,2 99K (10%) (5%) (2%) sódica (0,9%)
80 20 22,388± 1,910 8,056±1,362 9,757±0,786 12,489±1,434
100 0 14,650±0,919 14,650±0,919 14,650±0,919 14,650±0,919
Se esperaba que la solubilidad de MLX aumentara al aumentar el pH. Pero
los resultados obtenidos han demostrado lo contrario debido, posiblemente, a un
fenómeno de precipitación. Se cree que el MLX se solubiliza rápidamente en el
sistema 100% de tampón pH 11,2 en su forma aniónica, y al estar en contacto con
un medio altamente polar, por la gran cantidad de iones presentes, el MLX vuelve
a precipitar debido a su naturaleza de ión bipolar o zwiterion, que hace que posea
un momento multipolar bastante acentuado [2]. Además, la presencia de excipientes
polares como manitol, glucosa y sacarina sódica empeoran su solubilidad al aumentar
la polaridad del medio. En la bibliografía encontramos el caso de pentaclorofenol,
que es un ácido débil, y aumenta su solubilidad al aumentar el pH, pero a partir del
pH 9 se registra un descenso de la solubilidad del mismo debido a un precipitación
causada por el intercambio y reagrupación de los iones presentes en el medio [9].
En cambio al utilizar en nuestro estudio un surfactante no iónico como el Tweenr
80 la concentración de saturación del MLX aumenta notablemente al disminuir la
polaridad del sistema.
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6.3. Efecto de 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina sobre la solubi-
lidad de MLX
A continuación se realizó la tercera parte de los estudios de preformulación, que
consistieron en el estudio de la concentración a saturación de MLX, utilizando so-
luciones de distintas concentraciones de 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina (HP-β-CD)
a diferentes pHs. La combinación del ajuste de pH y la formación de complejos con
ciclodextrinas para mejorar la solubilidad de las sustancias activas ha sido descrita
por varios autores [10, 11, 12]. A diferencia de la metodología de trabajo con los
anteriores excipientes, se realizó la prueba de solubilidad preparando distintas so-
luciones de ciclodextrinas en agua o en los tampones pH 7,8; pH 8,8; pH 9,8, con
las siguientes concentraciones en cada medio: 2,5%, 5%, 7,5% y 10% con el fin de
mantener el pH del medio. El resultado se muestra en la tabla 6.6. Se observó que
a medida que aumenta la concentración de HP-β-CD aumenta la concentración de
saturación de MLX, ya que a mayor cantidad de HP-β-CD se podrían formar más
complejos de inclusión entre el fármaco y el excipiente. Por esta razón la HP-β-CD
ayuda a solubilizar el MLX. En la figura 6.1 se muestran los diagramas de solubili-
dad de MLX con HP-β-CD en agua y en los tampones de pH 7,4; 8,8 y 9,8 a 25 oC.
El perfil de todas las curvas de solubilidad sigue un sistema tipo AL [13], es decir
que la solubilidad del fármaco aumenta linealmente en función de la concentración
de HP-β-CD. Las pendientes de las curvas lineales en todos los casos es inferior a
1, por lo tanto se puede confirmar que el HP-β-CD y MLX forman complejos de
inclusión de proporción 1:1. A partir de la pendiente de la curva de solubilidad, se
calculan las diferentes constantes de estabilidad de los complejos según la ecuación:
Ks = pendiente/S0(1− pendiente) (6.2)
donde:
Ks: constante aparente de solubilidad del complejo.
S0: solubilidad de MLX en ausencia de HP-β-CD.
Los valores de Ks calculados son 37,56 M-1 en agua; 29.16 M−1 a pH 7.4, 11.85
M-1 a pH 8.8 y 1.54 M-1 a pH 9.8. A partir de estos resultados, se observa una
interacción entre el MLX y las ciclodextrinas en medio básico, y en agua. Normal-
mente la molécula completa o una parte de la misma interacciona con la cavidad de
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la ciclodextrina mediante interacciones no-covalentes, tales como las fuerzas de Van
Der Waals, basadas en interacciones hidrófobas [14]. Por eso, cuanto más hidrófo-
bas y apolares son las moléculas, más estables son los complejos formados. De esta
forma la afinidad de MLX no ionizado por la ciclodextrina es mayor que la de las
formas ionizadas. Teniendo en cuenta que en los medios básicos MLX se presenta en
su forma ionizada no existe mucha afinidad de MLX por la HP-β-CD.G. Gladys y
col. [15] encontraron resultados similares en valores de Ks en agua y a pH básico. A
pesar de que el Ks disminuye en medio básico la solubilidad total de MLX aumenta
significativamente a pH 8,8 y pH 9,8. De acuerdo con los resultados obtenidos, es
posible obtener una mayor solubilidad total de MLX usando la combinación de con-
trol de pH y formación complejo con HP-β-CD. Por ejemplo, la solubilidad máxima
de MLX en pH 8,8 es 4,416 mg/ml y aumenta hasta 6,127 mg/ml en la solución de
7,5% HP-β-CD en el mismo pH.
Figura 6.1.Diagramas de fase de solubilidad de MLX: HP-β-CD en agua (), pH 7,4 (),
pH 8,8 (N), pH 9,8 (•)
Tabla 6.6. Solubilidad de MLX en agua, y en tampones de pH 7,4: 8,8 y 9,8, a diferentes
concentraciones de HP-β-CD.
HP-β-CD(%) Solubilidad media (mg/ml) ± DS
Agua pH 7,4 pH 8,8 pH 9,8
0 0,014± 0,006 0,701±0,015 4,416±0,056 19,048±0,277
2,5 0,024±0,001 0,978±0,061 4,716±0,053 19,360±0,171
5,0 0,031±0,001 1,236±0,039 5,289±0,074 19,760±0,090
7,5 0,039±0,001 1,628±0,031 6,127±0,023 20,250±0,230
10,0 0,049±0,001 1,873±0,039 6,775±0,039 20,782±0,530
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6.4. Efecto de diferentes tampones pH 8,8 sobre la solubilidad
de MLX
Se estudió la influencia del tampón 8,8, aumentando la concentración de glicina,
en la solubilidad de MLX. Se prepararon tres tampones de pH 8,8 con cantidades
crecientes de glicina hasta su máximo valor admitido para uso parenteral de 0,023
M, 0,027 M y 0,033 M según el método descrito en el apartado IV.1.3 obteniéndo-
se las siguientes concentraciones de saturación: 4,416 mg/ml; 5,689 mg/ml; 7,326
mg/ml respectivamente. Se observó que la solubilidad de MLX aumenta a medida
que aumenta la cantidad de glicina en el tampón pH 8,8. Por esta razón se hicieron
pruebas de solubilidad adicionales combinando la utilización del tampón de pH 8,8
de glicina 0,033 M con los excipientes que habían incrementado más la solubilidad
de MLX por separado (sacarina sódica y Tweenr 80) y la mezcla de los dos últimos
a su máxima concentración permitida en las formulaciones parenterales (Tabla 6.7).
Se observó que el MLX se solubiliza mejor en los sistemas de tampón - excipiente
que en el tampón sólo, alcanzando los mejores valores cuando se utiliza sacarina
sódica.
Tabla 6.7. Solubilidad de MLX en tampón pH 8,8 de glicina 0,023 M; 0,027 M; 0,033 M y
tampón de glicina 0,033 M con los excipientes elegidos
Excipientes Tampón pH 8,8 Solubilidad ± SD (mg/ml)
Sacarina sódica 0,9% Glicina de 0,033 M 9,808±0,081
Tweenr 80 10% Glicina de 0,033 M 8,523±0,170
Sacarina sódica 0,9%
+Tweenr 80 10%
Glicina de 0,033 M 9,499±0,122
r Glicina de 0,033 M 7,326±0.737
r Glicina de 0,027 M 5,689±0,304
r Glicina de 0,022 M 4,416±0,056
6.5. Obtención de formulaciones a partir de los estudios de
solubilidad
En la primera etapa de preformulacion, se prepararon diferentes formulaciones
liofilizadas de MLX con una dosis de 5 mg/ml en función de los resultados obtenidos
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en los estudios de solubilidad de MLX en varios sistemas con diferentes excipien-
tes. Se tuvo en cuenta las exigencias de las formulaciones parenterales, como su
solubilidad para el posterior cumplimiento de la prueba de reconstitución, el valor
de pH y la posible toxicidad debida a los excipientes. Las formulaciones prepara-
das en la primera etapa son: MLX:CD, MLX:Sacarina, MLX:pH 8,8, MLX:Tween,
MLX:Tween:Sacarina, MLX:pH 9,8, MLX:pH 9,8:Sacarina y MLX:pH 9,8:Tween
(ver Tabla 4.1). Todas las formulaciones se encuentran en el rango permitido de pH
2 a 12 para inyectables de administración intramuscular e intravenosa [16]. Posterior-
mente, se caracterizaron las formulaciones obtenidas en la primera etapa mediante
la prueba de reconstitución, determinación del rendimiento y pH. Los resultados de
estos estudios se presentan en la Tabla 6.8.
Tabla 6.8. Prueba de reconstitución, aspecto de la solución reconstituida, riqueza y pH de
las formulaciones preparadas en la primera etapa del estudio de preformulación
Formulación Prueba de reconstitu-
ción
Aspecto de la solución
reconstituida
Riqueza (%) ± DS pH ± DS
MLX:CD Disuelve rápidamente Amarillo transparente 99,87±0,053 8,23±0,01
MLX:Sacarina Disuelve rápidamente Amarillo transparente 99,96±0,041 8,35±0,005
MLX:pH 8,8 Disuelve rápidamente Amarillo opaco 99,85±0,035 8,49±0,016
MLX:Tween NO se disuelve bien,
queda en el fondo una
masa de gelatina
r r r
MLX:Tween:Sacarina NO se disuelve bien,
queda en el fondo una
masa de gelatina
r r r
MLX:pH 9,8 Disuelve rápidamente Amarillo transparente 99,94±0,031 9,23±0,005
MLX:pH 9,8:Sacarina Disuelve rápidamente Amarillo transparente 99,94±0,015 9,30±0,011
MLX:pH 9,8:Tween Disuelve rápidamente Amarillo transparente 99,57±0,021 9,32±0,003
Entre las ocho formulaciones estudiadas, solamente dos formulaciones: MLX:Tween
y MLX:Tween:Sacarina, no cumplieron con la prueba de reconstitución ya que no se
disolvieron correctamente, debido a que poseían una gran cantidad de Tweenr 80.
Este surfactante es una sustancia cuya temperatura de congelación es baja [6] por lo
tanto al liofilizar no se formaron polvos sino una masa pegajosa. Por esta razón no
se incluyeron estas dos formulaciones en la determinación de riqueza y pH. Por otro
lado, el resto de las formulaciones se disuelven de forma instantánea al añadir los 10
ml de agua destilada. Las disoluciones reconstituidas poseían un aspecto amarillo
transparente claro, excepto la formulación MLX:pH 8,8. Se obtuvo la riqueza por
triplicado de las formulaciones reconstituidas, y todas ellas cumplieron con la espe-
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cificación (90-110% de MLX). Finalmente se determinó el pH de las formulaciones
reconstituidas observándose un descenso del mismo en todos los casos en compara-
ción con el pH inicial de las disoluciones preparadas antes de su liofilización, y así el
pH de la disolución final de la formulación MLX:CD es 8,23 mientras la disolución
a liofilizar posee un pH tamponado de 8,8, incluso en las formulaciones MLX:pH
9,8, MLX:pH 9,8:Sacarina y MLX:pH 9,8:Tween donde se usa el tampón pH 9,8 el
pH de las soluciones finales baja a 9,23; 9,30 y 9,32 respectivamente. Esto puede ser
debido a la naturaleza ácida del MLX y de algunos excipientes.
De todas las formulaciones de MLX preparadas se escogieron dos formulaciones:
MLX:CD y MLX:Sacarina ya que el medio utilizado para preparar las mismas es el
tampón pH 8,8, más cercano al pH fisiológico y los excipientes de los dos sistemas
proporcionaban los mejores valores de solubilidad del MLX. La segunda etapa de pre-
formulación consistió en la incorporación de un segundo principio activo, AMX só-
dica, para obtener las formulaciones finales MLX:AMX:CD y MLX:AMX:Sacarina.
Estas dos formulaciones últimas cumplieron con las pruebas de reconstitución ya
que se disolvieron de forma instantánea formando una solución de color amarrillo
transparente. Los rendimientos cumplieron con las especificaciones y por último el
pH descendió alcanzando los valores cercanos a pH 8,0.
Tabla 6.9. Prueba de reconstitución, aspecto de la disolución reconstituida, riqueza y pH
de las formulaciones preparadas en la segunda etapa del estudio de preformulación
Formulación Prueba de re-
constitución
Aspecto de la di-
solución recons-
tituida
Riqueza de
MLX (%)
±DS
Riqueza de
AMX (%)
±DS
pH
±DS
MLX:AMX:CD Disuelve rápida-
mente
Amarrillo trans-
parente
100,03
±0,08
99,76 ±0,85 8,103
±0,009
MLX:AMX:Sacarina Disuelve rápida-
mente
Amarrillo trans-
parente
101,0±1,01 99,8 ±0,98 8,207
±0,04
6.6. Discusión parcial
MLX ha demostrado tener una solubilidad pH-dependiente. La solubilidad de
MLX ha aumentado notablemente hasta pH 9,8 y luego manifestó una diminución
a pH 11,2 debido a un fenómeno de precipitación. Los excipientes que ayudan a
aumentar la solubilidad de MLX son:
Tweenr 80, sacarina sódica y HP-β-CD debido a mecanismos de formación de
micelas del Tweenr 80, formación de puentes de hidrógenos entre las moléculas
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MLX y sacarina sódica y formación de los complejos de inclusión de ratio 1:1 con
HP-β-CD. Además, se modificó el tampón de pH 8,8 aumentando la concentración
de glicina y se observó un incremento proporcional en el coeficiente de solubilidad
del principio activo.
En la primera etapa de preformulación se obtuvieron diferentes formulaciones
en los medios de pH 8,8 y 9,8, con los excipientes seleccionados. Finalmente, se
obtuvieron las formulaciones finales al incorporar AMX sódica que es totalmente
soluble en medio acuoso en tampón de pH 8,8 tanto con sacarina sódica como con
HP-β-CD. El pH obtenido de las formulaciones se disminuyó a los valores cercano a
pH 8,0 debido a la naturaleza ácida de MLX.
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Capítulo 7
Caracterización físico-química de las for-
maciones seleccionadas por las técnicas ins-
trumentales
Una vez obtenidos los liofilizados, se ha llevado a cabo una comparación, entre
ellos, mediante las siguientes pruebas: reconstitución, determinación de la riqueza y
pH, ya explicadas en el capítulo anterior.
Las formulaciones seleccionadas en la primera etapa han sido MLX:CD y
MLX:Sacarina. Tras la incorporación de AXM en las formulaciones mencionadas an-
teriormente, se obtuvieron las formulaciones finales MLX:AMX:CD y
MLX:AMX:Sacarina. Todas estas formulaciones han cumplido con las especifica-
ciones de las pruebas de caracterización física mencionadas. No obstante, su análisis
y comparación puede realizarse recurriendo a diferentes técnicas analíticas como, por
ejemplo: calorimetría diferencial de barrido (DSC), difracción de rayos X (XRD) es-
pectrofotometría Infrarroja (IR) y microscopía electrónica de barrido (SEM) ya que
son útiles en el estudio de productos con características sólidas.
En este capítulo, se estudian las características físicas de las formulaciones me-
diantes las técnicas analíticas siguientes:
IR: se trata de una técnica que tiene dos aplicaciones principales en la ca-
racterización de diversas moléculas: la determinación de la identidad de un
compuesto por comparación de su espectro con el de una muestra conocida y
la verificación de la presencia de grupos funcionales en una molécula desconoci-
da, así que la utilización de este método instrumental para los sólidos formados
después de la liofilización puede aclarar la interacción entre el fármaco y los
excipientes. Con el fin de observar la interacción de los excipientes utilizados
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para solubilizar el MLX, se estudiaron las formulaciones que contienen sólo el
MLX que son MLX:CD y MLX:Sacarina.
XRD: se utiliza para estudiar la cristalinidad de los liofilizados ya que el
espectro de rayos X es la huella digital de cualquier compuesto al estado solido.
Se realiza para observar si las sustancias son amorfas o cristalinas. En nuestro
trabajo, se determinan la cristalinidad de las dos formulacionesMLX:AMX:CD
y MLX:AMX:Sacarina finales mediante la comparación de los espectros IR de
las materias primas, sus correspondientes mezclas físicas y las formulaciones.
SEM: esta técnica permite evaluar la apariencia, morfología y tamaño de las
estructuras originadas en las distintas formulaciones liofilizadas. Se estudiaron
las microfotografías de las materias primas, sus correspondientes mezclas físicas
y las formulaciones MLX:AMX:CD y MLX:AMX:Sacarina.
7.1. Caracterización de liofilizados por IR
Los espectros de absorción en el infrarrojo deMLX materia prima, glicina materia
prima, HP-β-CD, su correspondiente mezcla física y la formulación MLX:CD se
muestran en la figura 7.1, respectivamente.
El espectro de infrarrojo (IR) del MLX materia prima (Fig. 7.1.a y 7.2.a) presenta
unas bandas características de vibración de tensión correspondientes a 3116,45 cm−1
(vibraciones de tensión del enlace N-H), 1550,51 cm−1 (vibraciones de tensión del
enlace C=N) y a 1180,24 cm−1 (vibraciones de tensión del enlace S=O) [1].
El espectro de IR de HP-β-CD (Fig. 7.1.c) mostró las siguientes bandas de ab-
sorción: a 3413,44 cm−1 correspondiente a la vibración de tensión de los grupos N-H
y O-H, a 2917,82 cm−1 atribuida a la vibración de tensión de los grupos C-H y a
1149,39 cm−1 y 1060,67 cm−1 asignada a la vibración elástica simétrica y asimétrica
de los grupos C=O [1]. En el espectro de la mezcla física (Fig. 7.1.d), se podían
observar todavía las bandas características de la sustancia activa, si bien la intensi-
dad de las mismas disminuyó notablemente en comparación con el espectro de MLX
materia prima, debido a la superposición de las bandas de la HP-β-CD. Sin em-
bargo, en el espectro IR de la formulación MLX:CD (Fig. 7.1.e), una de las bandas
específicas de la sustancia activa, correspondiente a la vibración elástica de los gru-
pos carbonilo a 1612,22 cm−1 se desplazó y disminuyó de intensidad. Además, no se
detectó la vibración de tensión atribuida a los grupos amida, indicando la existencia
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de una fuerte interacción entre MLX y la HP-β-CD. Probablemente, estos cambios
tan drásticos fueron debidos a la formación de puentes de hidrógeno entre la molé-
cula hospedadora (HP-β-CD) y la huésped (MLX) [1]. Asimismo, cuando el grupo
carbonilo entra a formar parte de un puente de hidrógeno, su banda se desplaza a
una frecuencia menor debido al debilitamiento de su doble enlace. Estos fenómenos
también indican que la vibración de la molécula huésped está restringida debido a
la formación de un complejo de inclusión.
Figura 7.1. Espectro IR de MLX materia prima (a), glicina (b), HP-β-CD (c), mezcla
física correspondiente (d), formulación MLX:CD (e).
En la figura 7.2 se representan los siguientes espectros de absorción en el in-
frarrojo: MLX materia prima (a), glicina (b), sacarina sódica (c), su mezcla física
correspondiente (d), la formulación MLX:Sacarina (e).
El espectro de la mezcla física (Fig. 7.2.d) fue equivalente a la adición de los
espectros de MLX materia prima y excipientes (sacarina sódica y glicina) indicando
que no había interacciones entre el principio activo y los solubilizantes. El espectro
de la formulación MLX:Sacarina (ver Fig. 7.2.e) mostró un descenso significativo
en la intensidad de las bandas correspondientes a las vibraciones de tensión de los
enlaces N-H y S=O de la sustancia activa, un ligero desplazamiento de la señal
asignada a la vibración de tensión del enlace C=N y un pico característico de los
enlaces C-O a 3415,0 cm−1, proveniente de la sacarina sódica y de la glicina. Estos
resultados permiten considerar que posiblemente se hayan formado interacciones
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entre los grupos N-H y C=N del MLX, y los C=O de la glicina. En la región de
baja frecuencia del espectro de la formulación liofilizada MLX:Sacarina (1000-400
cm−1), no hubo cambios en los picos característicos de MLX, indicando que no
hay modificaciones en la simetría general de la molécula a pesar de estar unida
por puentes de hidrógeno a la glicina. Similares interacciones fueron observadas por
VijayaKumar et al. [2] en dispersiones sólidas de MLX y polietilen glicol 6000.
Figura 7.2. Espectro IR de MLX materia prima (a), glicina (b), sacarina sódica (c),
mezcla física correspondiente (d), formulación MLX:Sacarina (e).
En conclusión, a través de los estudios de IR explicados anteriormente, se evi-
denciaron la existencia de interacciones de carácter no covalente entre los distintos
excipientes usados en las formulaciones tales como 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina,
sacarina sódica y glicina con el MLX, gracias a estas interacciones el MLX se solu-
biliza mejor en los medios seleccionados.
7.2. Caracterización de liofilizados por XRD
En estos estudios se evaluará la cristalinidad de las sustancias activas y de las
formulaciones seleccionadas MLX:AMX:CD y MLX:AMX:Sacarina.
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En primer lugar, en la figura 7.3, se estudia la estructura cristalina de las muestras
de materia prima a partir de las cuales se formulan los liofilizados, tales como glicina
(a), sacarina sódica (b), HP-β-CD (c), MLX (d) y AMX (e).
En el difractograma de glicina materia prima se encuentra bastantes picos de
alta intensidad. Al rango de ángulos (2θ) 29,74o, la intensidad alcanza un máximo
de valor 21193. Por lo tanto se ha demostrado que este compuesto es especialmente
cristalino y con cristales de gran tamaño [3].
La ampliación de los difractogramas (ver Fig. 7.3.B.) permite observar que la
sacarina sódica, MLX y AMX materias primas también son cristalinos porque sus
espectros de difracción muestran picos agudos con diferentes intensidad en el rango
de ángulos (2θ) de 5o a 30o. Al rango de ángulo (2θ) 6,2o, la intensidad alcanza un
máximo de 730 demostrando la naturaleza cristalina de este compuesto [4]. Para
MLX, el espectro de difracción muestra muchos picos con diferentes intensidades
en el rango de ángulo de 10o a 27o cuyo el pico de máxima intensidad es 2θ de
10,82o con una intensidad de 268, por eso demostró que también MLX es cristalino
[5, 6, 7]. La materia prima de AMX presenta los picos agudos característicos de alta
intensidad en el rango de ángulo 2θ de 14,94o, 17,1o y 18,86o, demostrando su forma
cristalina [8]. Mientras, el difractograma correspondiente a HP-β-CD presenta un
halo característico de las sustancias amorfas [2].
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Figura 7.3.Difractogramas: A: Difractogramas de glicina (a), sacarina sódica (b),
HP-β-CD (c), MLX materia prima (d), AMX materia prima (e). B: Ampliación de
difractogramas de b, c, d, e.
Respecto a la formulación MLX:AMX:CD, se comparan el espectro de difracción
de ésta con los de las materias primas y su correspondiente mezcla física (Fig. 7.4.).
El difratograma de la mezcla física tiene los picos agudos que coinciden con los picos
de las materias primas pero con una intensidad más baja. El pico con máxima inten-
sidad a (2θ) de 2738, correspondiente al pico de glicina materia prima. También, se
observan los picos en la mezcla física correspondientes a los de las sustancias activas,
indicando que la mezcla física es la suma de los componentes [9]. Sin embargo, la
114
CAPÍTULO 7. CARACTERIZACIÓN FÍSICO-QUÍMICA DE LAS FORMACIONES SELECCIONADAS POR LAS
TÉCNICAS INSTRUMENTALES
formulación estudiada MLX:AMX:CD demuestra ser amorfa debido a su espectro
de difracción plano. Debido a esta característica amorfa la formulación se disuel-
ve totalmente en medio tamponado, y posiblemente da lugar a la formación de los
complejos de inclusión ente MLX y HP-β-CD.
Figura 7.4.Difratogramas de MLX (a), AMX (b), HP-β-CD (c), la mezcla física de MLX,
AMX,HP-β-CD, glicina a la misma proporción de la formulación (d), formulación
MLX:AMX:CD (e)
En la figura 7.5 se representan los difractogramas siguientes: MLX materia
prima (a), AMX materia prima (b), Sacarina sódica (c), mezcla física de MLX,
AMX, glicina y sacarina sódica en las misma proporciones que en la formulación
MLX:AMX:Sacarina (d) y la misma formulación (e). Igualmente, el espectro de di-
fracción de la mezcla física es la suma de los componentes de la formulación. No
obstante, el espectro de difracción de la formulación MLX:AMX:Sacarina muestra
un halo plano demostrando así su naturaleza amorfa. El resultado de esta pérdida
de cristalinidad posiblemente es debido al proceso de preparación de la formulación
y su posterior liofilización.
En conclusión, a través de los estudios de XRD se ha demostrado que partiendo
de sustancias de origen cristalino, mediante el proceso de elaboración y el uso de los
excipientes adecuados, las formulaciones obtenidas son polvos liofilizados con carac-
terísticas fundamentalmente amorfas. De esta forma se logra una rápida disolución
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Figura 7.5.Difractogramas de MLX (a), AMX (b), Sacarina sódica (c), mezcla física
correspondiente (d), y formulación MLX:AMX:Sacarina(e)
de los liofilizados [10, 11].
7.3. Caracterización de liofilizados por SEM
Se realiza un estudio morfológico de las sustancias activas, sus mezclas físicas
correspondientes a las formulaciones y las formulaciones a través de microscopía
electrónica de barrido (SEM). Las fotografías obtenidas se muestran a continuación.
En la figura 7.6 se puede observar que los cristales de MLX poseen una estructura
cristalina de forma cúbica [12, 13].
En la figura 7.7, la estructura cristalina de la AMX son cristales irregulares de
forma plana [14, 15]. Estos resultados son lógicos, ya que los resultados obtenidos
en XRD mostraron que tanto MLX y AMX se presentan en forma cristalina.
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Figura 7.6.Microfotografia de los cristales de MLX, X 1500 aumentos
Figura 7.7.Microfotografía de los cristales de AMX, X 1500 aumentos
A continuación, se muestran las imágenes de las mezclas físicas de las formu-
laciones en las figuras 7.8 y 7.9. Se demuestra que en las mezclas físicas tanto las
sustancias activas como sus excipientes siguen manteniendo su morfología. Los cris-
tales del MLX y AMX se distribuyeron uniformemente y finamente en la superficie
de las partículas más grandes de los excipientes.
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Figura 7.8.Microfotografia de la mezcla física de formulación MLX:AMX:CD, x 1500
aumento
Figura 7.9.Microfotografía de la mezcla fisica de formulación MLX:AMX:Sacarina, x 1500
aumento
Las figuras 7.10 y 7.11. muestran la morfología de las formulaciones seleccionadas.
Se observa que se producen cambios drásticos en la morfología de los liofilizados
obtenidos, donde ya no es posible distinguir entre AMX, MLX y los excipientes.
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Después de la liofilización, se observan estructuras fundamentalmente planas con
ciertas escamas en la superficie, características de las sustancias amorfas [16].
Figura 7.10.Microfotografía de estrutura de liofilizado de formulaciones MLX:AMX:CD, x
1500 aumento.
Figura 7.11.Microfotografía de estrutura de liofilizado de formulación
MLX:AMX:Sacarina, x 1500 aumento.
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7.4. Discusión parcial
Los estudios de IR sobre las formulaciones de MLX evidenciaron la existencia
entre los distintos excipientes y MLX la formación de complejos de inclusión con HP-
β-CD (en caso de la formulación MLX:CD) y la formación de puentes de hidrógeno
con sacarina sódica (en caso de la formulación MLX:Sacarina). Estas interacciones
ayudaron a solubilizar el MLX que es poco soluble en medio acuoso.
El estudio de difracción de rayos X muestra que las formulaciones finales son de
estructura amorfa, lo cual facilita su solubilización, de ahí que puedan cumplir con
la prueba de reconstitución.
Los estudios de SEM demuestran que después de la liofilización se obtuvieron
unas estructuras fundamentalmente planas, propias de las sustancias amorfas, de
acuerdo con los resultados obtenidos por XRD.
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Capítulo 8
Estudio de inocuidad in vitro de las formu-
laciones seleccionadas
La inocuidad in vitro de las formulacionesMLX:AMX:CD yMLX:AMX:Sacarina
fue estudiada mediante las pruebas de determinación el potencial de hemólisis y de
precipitación.
Debido a la poca solubilidad de MLX en agua, las formulaciones se obtuvie-
ron mediante la disolución de MLX en un tampón de glicinia/NaOH a pH 8,8 con
los siguientes excipientes: hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HPβCD) (formulación
MLX:AMX:CD) y sacarina sódica (formulación MLX:AMX:Sacarina). Tanto las
sustancias activas como los excipientes usados pueden causan efecto hemolítico [1].
Sin embargo, AMX ha demostrado ser hemocompatible no causando ningún efecto
hemolítico [2]. Stei y col. [1] ha demostrado que la disolución de MLX 15 mg/ 1,5
ml para el uso parenteral presentó un grado de hemólisis menor de 2%, mientras
los otros AINEs, tales como Piroxicam, Ketoprofen, Indometacina, Diclofenaco, Ibu-
profen presentaron un grado de hemólisis mayores de 10%. El estudio demostró que
el MLX no tiene efecto hemolítico revelante. Por otro lado, el uso de determinados
aditivos en las formulaciones de uso parenteral implica un riesgo de lisis de los eri-
trocitos, y la consiguiente liberación de hemoglobina y otros componentes celulares
al torrente sanguíneo. El aumento de hemoglobina libre en el plasma está asociado
con muchas alteraciones clínicas indeseables como, por ejemplo la disfunción renal,
y la esplenomegalia e ictericia [3, 4, 5, 6]. Por todo esto se debe realizar un estudio
in vitro para observar el riesgo de hemolisis debida a la formulación. En este capí-
tulo, se estudiaron el potencial de toxicidad hemolítica de las formulaciones según
el método descrito en el apartado 4.3.6
Los problemas causados por la precipitación de fármaco en el sitio de inyección
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incluyen dolor, reacciones inflamatorias y a veces hasta se reduce la biodisponibilidad
del fármaco [7]. Varios métodos in vitro han sido desarrollados para estudiar la
precipitación de las formulaciones parenterales, por ejemplo, el modelo de inyección
dinámica por Yalkowsky y cols. [8] y el modelo de dilución serial estática desarrollado
por Li y cols. [9] . En el método dinámico, la formulación es añadida a un tampón o
a un fluido de infusión a través de un inyector diseñado especialmente para ello, las
velocidades de flujo de la formulación y del tampón deben ser ajustadas para simular
la precipitación que ocurriría en el cuerpo del animal. Los resultados obtenidos por
este método han demostrado estar relacionados con el resultado en las pruebas
realizadas en animales [10].
El método estático es efectivo para determinar el potencial de precipitación,
cantidad y tiempo de duración en la aparición de los cristales en soluciones que
se encuentran super-saturadas [11]. En este capítulo, se determinaron el potencial
de precipitación de las formulaciones seleccionadas por el método de dilución serial
estática.
8.1. Estudio hemolítico in vitro de las formulaciones seleccio-
nadas
El ensayo de hemólisis in vitro es una medida simple y fiable que se utiliza para
observar el daño que se puede producir en la membrana celular [12, 13]. Por lo tanto,
se realizó este ensayo in vitro con las formulaciones de MLX y AMX, con el fin de
observar su inocuidad de cara a ser utilizadas in vivo
Los factores de interés en un estudio de hemólisis in vitro son el ratio de la
formulación: sangre y el tiempo de contacto de los mismos antes de ser diluida para
no causar hemólisis [14]. Para asegurar la seguridad de las formulaciones obtenidas,
se realizaron los estudios de hemólisis con un ratio de formulación: sangre (1:1) y
un tiempo de contacto de 1 hora en agitación. Los resultados obtenidos se muestran
en la figura 8.1 como se puede observar tanto los placebos como las formulaciones
tienen una insignificante actividad hemolítica ya que el porcentaje de hemólisis es
inferior de 2%. Según Krzynzaniak J.F [15], cuando H(%) <10%, no se produce
efecto hemolítico in vivo. Además, la formulación MLX:AMX:CD tiene un efecto
hemolítico de 0,73%, incluso inferior que el del placebo. Esto se debe a que en el
placebo las ciclodextrinas están en su forma libre por lo tanto el placebo resulta
más hemolítico que la formulación donde las ciclodextrinas forman los complejo de
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inclusión con el MLX [16].
Figura 8.1. Resultado del estudio hemolítico in vitro
8.2. Estudio de precipitación in vitro de las formulaciones
seleccionadas
MLX presenta una solubilidad de saturación de 0,701 mg/ml a pH 7,4. La dosis de
MLX en las formulaciones es 5,0 mg/ml gracias a los excipientes usados en el medio
de pH 8,8. Después de la administración i.m. de las formulaciones, los excipientes
y el tampón pH 8,8 se diluyen hasta la condición fisiológica a pH 7,4. Por lo tanto
podría existir un riesgo de precipitación de las formulaciones desarrolladas.
En el estudio de precipitación in vitro, las soluciones reconstituidas de las for-
mulaciones seleccionadas fueron diluidas en el tampón PBS de la siguiente forma:
1/1024, por lo tanto la composición original de todos los componentes de la forma-
ción también se reduce: la concentración de MLX, glicina, ciclodextrina y sacarina
sódica disminuyen a la proporción de ladilución realizada. Se busca que tanto el
pH,como la tonicidad de la formulación alcancen el valor del tampón PBS. La preci-
pitación de la formulación fue realizada mediante observación visual de dos analistas
individuales. La tabla 8.1 muestra la presencia o ausencia de precipitados durante
las diluciones realizadas a diferentes tiempos. El resultado demostró que no aparece
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precipitación en ninguna de las diluciones realizadas.
Tabla 8.1. Presencia (+) o ausencia (-) de precipitación en las formulaciones
MLX:AMX:CD y MLX:AMX:Sacarina
Relación de dilución en PBS
MLX:AMX:CD MLX:AMX:Sacarina
Tiempo (min) Tiempo (min)
0 10 30 60 0 10 30 60
1 - - - - - - - -
0,5 - - - - - - - -
0,25 - - - - - - - -
0,125 - - - - - - - -
0,063 - - - - - - - -
0,031 - - - - - - - -
0,016 - - - - - - - -
0,008 - - - - - - - -
0,004 - - - - - - - -
0,002 - - - - - - - -
Los resultados obtenidos mediante determinación espectrofométrica confirman
la ausencia de precipitación de MLX después de 24 horas en las distintas mezclas
ya que las concentraciones medidas son iguales a las teóricas.
8.3. Discusión parcial
Mediante el estudio de hemólisis in vitro, se demostró que las formulaciones
estudiadas no presentan ningún tipo de actividad hemolítica.
Mediante la prueba de precipitación in vitro, se demostró que los excipientes
utilizados son capaces de solubilizar el MLX a pH neutro sin que se produzca ninguna
precipitación.
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Capítulo 9
Estudio farmacocinético de las formulacio-
nes selecionadas
Los estudios farmacocinéticos permiten conocer la evolución temporal de las
concentraciones de fármacos en el interior del organismo. Se realizó un estudio com-
parativo del comportamiento farmacocinético de las formulaciones seleccionadas tras
de la administración intramuscular de dosis únicas de MLX y AMX, en animales de
experimentación.
Las formulaciones empleadas para este estudio fueron MLX:AMX:CD y
MLX:AMX:Sacarina. La disolución control utilizada en este estudio fue la diso-
lución de MLX y AMX a la concentración 0,05 mg/ml y 1 mg/ml, respectivamente,
en suero fisiológico ya que no existen inyectables parecidos a las formulaciones en el
mercado.
Los estudios realizados con ratones se realizaron en el departamento de Para-
sitología de la Facultad de Farmacia, UCM, que cumple con los requerimientos
legislativos relativos a las experimentaciones en animales.
Las condiciones del trabajo son las siguientes:
Animales de experimentación: Se emplearon como animales de experimenta-
ción, ratones CD-1, de un peso aproximadamente de 30-35 gramos. Para las
muestras plasmáticas de cada tiempo de análisis se utilizaron 6 ratones.
Dosis de fármacos administradas: Se administraron por vía i.m. las dosis de
MLX y AMX recomendadas para la formulación comercial de MLX y la formu-
lación comercial de AMX (0,5 y 10 mg/kg, respectivamente). Para la prepara-
ción de las formulaciones MLX:AMX:CD y MLX:AMX:Sacarina, se diluyeron
las cantidades correspondiente de los liofilizados en suero fisiológico. Para la
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preparación de la disolución control, se disolvieron 10 mg de MLX y 200 mg
de AMX en 200 ml también en suero fisiológico obteniendo las concentraciones
deseadas.
Extracción y análisis de las muestras: Se tomaron muestras plasmáticas he-
parinizadas a los 5, 15, 60, 90 y 120 min tras la administración de MLX y
AMX. El tratamiento y análisis de las muestras plasmáticas se ha descrito en
el capitulo 4 de esta tesis.
9.1. Resultados del estudio farmacocinético de las formula-
ciones seleccionadas y de la disolución control tras su
administración i.m
Los resultados obtenidos en el estudio farmacocinético de MLX para cada una
de las formulaciones seleccionadas aparecen reflejados en las tablas 9.1-9.3, y sus
perfiles farmacocinéticos junto con los de la disolución control se muestran en la
figura 9.1.
Tabla 9.1. Resultados del estudio farmacocinético de MLX en la disolución control tras su
administración a una dosis de 0,5 mg/kg por vía i.m.
Tiempo Concentración (µg/ml) Concentración media
(min) 1 2 3 4 5 6 (µg/ml)±DS
5 3,601 3,835 3,664 3,210 2,586 2,532 3,238 ±0,565
15 2,928 2,446 2,061 1,974 2,287 3,263 2,493 ± 0.507
60 0,280 0,246 0,239 0,195 0,262 0,245 ± 0,032
90 0,207 0,219 0,248 0,214 0,233 0,226 0,225 ± 0,015
120 0,161 0,123 0,107 0,187 0,123 0,097 0,133 ± 0,034
Tras la administración i.m. de 0,5 mg/kg de MLX de la disolución control, se ob-
servó una absorción rápida (ver Fig. 9.1), la concentración máxima alcanzó valores
de 3,238 µg/ml a los 5 minutos. Además, este fármaco mostró una cinética biex-
ponencial con una primera fase de disminución rápida de los niveles plasmáticos,
seguida de una segunda fase más lenta.
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Tabla 9.2. Resultados del estudio farmacocinético de MLX en la formulación
MLX:AMX:CD tras su administración a una dosis de 0,5 mg/kg i.m.
Tiempo Concentración (µg/ml) Concentración media
(min) 1 2 3 4 5 6 (µg/ml)±DS
5 3,683 3,418 3,326 3,549 3,221 3,442 3,440 ± 0,163
15 2,286 2,474 2,503 2,614 2,973 2,727 2,596 ± 0,236
60 0,383 0,307 0,229 0,363 0,180 0,242 0,284 ± 0,080
90 0,300 0,261 0,235 0,184 0,172 0,179 0,222± 0,052
120 0,082 0,131 0,188 0,099 0,144 0,170 0,136 ± 0,041
Con respecto a la formulación MLX:AMX:CD, también se observó una distribu-
ción rápida del fármaco en el torrente sanguíneo, ya que la concentración máxima
alcanzada fue igual que la de la disolución control a los 5 min después de su admi-
nistración. Además, se observó una cinética parecida a la del control con dos fases,
una de disminución más rápida seguida por otra más lenta. Tras la administración
i.m. a la dosis 0,5 mg/kg de la formulación MLX:AMX:Sacarina se obtuvo la con-
centración plasmática más elevada, en comparación a las obtenidas por las otras
formulaciones (3,709 µg/ml a los 5 min), mostrando un perfil cinético semejante a
los anteriores.
Tabla 9.3. Resultados del estudio farmacocinético de MLX en la formulación
MLX:AMX:Sacarina tras su administración a una dosis de 0,5 mg/kg i.m.
Tiempo Concentración (µg/ml) Concentración media
(min) 1 2 3 4 5 6 (µg/ml)±DS
5 3,921 3,341 3,668 4,434 3,766 3,123 3,709 ± 0,459
15 3,791 2,394 2,903 2,511 3,668 2,899 3,028 ± 0,582
60 0,503 0,393 0,356 0,443 0,440 0,386 0,420 ± 0,053
90 0,300 0,327 0,259 0,276 0,281 0,212 0,276 ± 0,039
120 0,136 0,253 0,135 0,213 0,231 0,117 0,181 ± 0,058
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Figura 9.1. Representaciones gráficas de los valores medios y desviaciones estándar de las
concentraciones plasmáticas de MLX en las formulaciones MLX:AMX:CD ,
MLX:AMX:Sacarina y de la disolución control tras la administración i.m. de una dosis
única de 0,5 mg/kg de principio activo
Como se puede observar, las formulaciones presentan un perfil muy semejante,
variando tan sólo la concentración máxima obtenida, siendo superior para la formu-
lación MLX:AMX:Sacarina (ver tablas ??-9.3).
A continuación, los resultados del estudio farmacocinético de AMX en la di-
solución control, y en las formulaciones MLX:AMX:CD y MLX:AMX:Sacarina se
detallan en las tablas 9.4-9.6 mostrándose sus perfiles farmacocinéticos en la figura
9.2.
Tabla 9.4. Resultados del estudio farmacocinético de AMX en la disolución control tras su
administración a una dosis de 10 mg/kg i.m.
Tiempo Concentración (µg/ml) Concentración media
(min) 1 2 3 4 5 6 (µg/ml)±DS
5 15,694 9,871 17,405 8,619 11,586 13,614 12,798 ± 3,399
15 8,117 13,071 6,743 6,160 5,922 6,045 7,677 ± 2,764
60 6,027 6,135 5,840 5,543 7,536 6,216 ± 0,771
90 6,047 5,512 4,280 4,244 4,291 3,927 4,717 ± 0,851
120 3,802 4,019 1,518 2,708 3,693 2,105 2,974 ± 1,024
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En la figura 9.2 con respecto a la disolución control, se observó que la absorción
de AMX ocurrió inmediatamente, ya que la concentración máxima fue de 12,798
µg/kg a los 5 min, mostrando una cinética biexponencial con una primera fase de
disminución rápida de concentraciones plasmáticas seguida de una segunda elimina-
ción más lenta.
Tabla 9.5. Resultados del estudio farmacocinético de AMX en la formulación
MLX:AMX:CD tras su administración a una dosis de 10 mg/kg i.m.
Tiempo Concentración (µg/ml) Concentración media
(min) 1 2 3 4 5 6 (µg/ml)±DS
5 11,313 10,911 16,453 18,957 13,873 13,934 14,240 ± 3,067
15 7,568 10,805 12,274 12,274 13,761 14,541 11,871 ± 2,477
60 5,825 6,986 7,117 7,454 12,147 6,060 7,598 ± 2,317
90 4,624 2,857 3,609 5,679 3,132 3,718 3,936 ± 1,047
120 2,696 3,973 2,711 2,508 2,637 3,184 2,951 ± 0,551
Los resultados de la tabla 9.5 muestran que la absorción de la formulación
MLX:AMX:CD al torrente sanguíneo fue bastante rápida, alcanzando una concen-
tración máxima de 14,240 µg/ml a los 5 min. Además, mostró una cinética biexpo-
nencial, semejante a la de la disolución control (ver Fig. 9.2).
La tabla 9.6 y la figura 9.2 recogen los resultados del estudio farmacocinético de
AMX tras la administración de la formulación MLX:AMX:Sacarina. Se observa que
con esta formulación se alcanzan las concentraciones plasmáticas más elevadas de
fármaco: 15,158 µg/ml a los 5 min.
Tabla 9.6. Resultados del estudio farmacocinético de AMX de la formulación
MLX:AMX:Sacarina tras su administración a una dosis de 10 mg/kg i.m.
Tiempo Concentración (µg/ml) Concentración media
(min) 1 2 3 4 5 6 (µg/ml)±DS
5 16,131 13,102 16,288 16,662 16,294 12,472 15,158 ± 1,856
15 11,644 9,756 11,719 8,021 9,756 11,315 10,368 ± 1,457
60 7,028 7,788 7,144 9,315 10,775 6,932 8,164 ± 1,558
90 6,065 5,503 5,590 4,862 3,464 3,947 4,905 ± 1,017
120 2,684 3,046 2,298 2,509 3,077 2,463 2,679 ± 0,320
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Figura 9.2. epresentaciones gráficas de los valores medios y desviaciones estandar de las
concentraciones plasmáticos de AMX en las dos formulaciones MLX:AMX:CD y
MLX:AXM:Sacarina y de la disolución control tras la administración i.m. a una dosis
única de 10 mg/kg
Los perfiles farmacocinéticos de AMX en las formulaciones seleccionadas
(MLX:AMX:CD y MLX:AMX:Sacarina) y en la disolución control son similares.
Aunque la evolución de la concentración de AMX frente al tiempo en la formu-
lación MLX:AMX:Sacarina fue más semejante a la del control, presentando unas
concentraciones plasmáticas más elevadas
9.2. Estudio de distintos parámetros farmacocinéticos y su
análisis estadístico
Uno de los principios fundamentales de la farmacología es la relación en el tiempo
que existe entre el efecto del fármaco y la cantidad del mismo en el lugar de acción.
La cantidad de fármaco presente en el organismo está directamente relacionada con
los procesos de absorción, distribución y eliminación del fármaco, y también con la
naturaleza del principio activo y el régimen de dosificación empleado. Por lo tanto
para evaluar los datos de concentración plasmáticas frente al tiempo se calcularon
los siguientes parámetros:
Cmax: Concentración máxima.
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Tmax: Tiempo en que se alcanza la concentración máxima.
AUC∞0 : Área bajo la curva de niveles plasmáticos.
MRT: Tiempo medio de residencia
T1/2β: Semivida biológica en la fase terminal
Los resultados farmacocinéticos obtenidos aparecen reflejados en la tabla 9.7.
Se puede observar que la absorción de MLX y AMX fue rápida, a los 5 min
se alcanzaron los máximos valores de concentración plásmatica debido a la forma
de administración, al tratarse de una administración por vía i.m.. Asimismo, las
formulaciones son disoluciones de naturaleza acuosa, por lo tanto no se forman
depósitos en el tejido muscular, entrando de forma más rápida al torrente sanguíneo
[1, 2].
Los valores de Cmax y AUC de AMX fueron superiores a los presentados por
MLX. Estos resultados pueden ser debidos a la naturaleza hidrófila de la AMX y
también a que la dosis administrada de este fármaco fue 20 veces mayor que la de
MLX. Sin embargo, los valores de RTM y T1/2β de MLX son más prologados que los
de AMX ya que se trata de una molécula que posee una semivida bastante retardada
[3].
Los valores obtenidos de T1/2β de AMX en la disolución control, formulación
MLX:AMX:CD y MLX:AMX:Sacarina fueron 56,3, 50,1 y 54,7 min, respectivamen-
te. Estos valores son muy similares a los resultados obtenidos por Amparo Sánchez
[4] en el estudio farmacocinético de AMX administrada por vía oral a una dosis de
500 mg.
Los valores de RTM de MLX en la disolución control, formulaciónMLX:AMX:CD
y MLX:AMX:Sacarina fueron 117,5, 117,3 y 129,7 min, respectivamente. Y los
valores de T1/2β de MLX en la disolución control, formulación MLX:AMX:CD y
MLX:AMX:Sacarina fueron 103,4, 100,7, 111,7 min, respectivamente. En el trabajo
de Busch y col. [5], se consegieron unos valores parecidos de RTM de 180,7 min
y T1/2β de 210,8 min después de la administración intravenosa de una dosis de 10
mg/kg de MLX en ratones.
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A continuación, se estudió la bioequivalencia entre ambas formulaciones y las
dos formulaciones y la disolución control, mediante la comparación de los valores
de AUC∞0 y Cmax por un análisis de varianza (ANOVA). Los valores de probabili-
dad (P) estudiada entre el control y cada una de las formulaciones y entre ambas
formulaciones se muestran en la tabla 9.8.
Tabla 9.8. Los valores de probabilidad (P) del análisis ANOVA con un nivel de conficanza
de 95% entre la disolución control y cada una de las formulaciones estudiadas y entre las
dos formulaciones con los valores de Cmax y AUC∞0 .
Parámetros
Valor de P
Control Control: MLX:AMX:CD :
AMX:MLX:CD AMX:MLX:Sacarina AMX:MLX:CD
AMX
Cmax 0,458 0,166 0,544
AUC 0,624 0,591 0,946
MLX
Cmax 0,419 0,144 0,206
AUC 0,911 0,11 0,009
En primer lugar, con respecto a la AMX, las concentraciones máximas alcanzadas
del control y las formulaciones seleccionadas (MLX:AXM:CD yMLX:AMX:Sacarina)
fueron de 12,7, 14,2 y 15,15 µg/ml, respectivamente. Las formulaciones desarrolladas
obtuvieron unos valores superiores de Cmax de antibiótico a la disolución control. En
el estudio de Spyker y col. [6] se ha demostrado que con lioflizados de AMX sódi-
ca se obtuvieron valores más altos de concentraciones plasmáticas del fármaco. Sin
embargo, los valores de P obtenidos en el análisis ANOVA sobre Cmax entre ambas
formulaciones desarrolladas y entre cada formulación y el control son mayores de
0,05. Por lo tanto no hay diferencias significativas (P<0,05) de la concentración má-
xima plasmática entre las dos formulaciones y el control, con un nivel de confianza
del 95%.
Por otro lado, las AUC obtenidas de la disolución control, formulación
MLX:AMX:CD y MLX:AXM:Sacarina fueron las siguientes: 17,8, 18,9 y 19,05 µg*h/ml,
respectivamente, el mayor valor corresponde a la formulación MLX:AMX:Sacarina
y el menor valor a la disolución control. Sin embargo, los valores de P del análisis
de ANOVA son mayores que 0,05 por lo tanto no hay diferencias significativas entre
las formulaciones y entre cada formulación y la disolución control.
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En cuanto al MLX, los valores más elevados de Cmax (3,7 µg/ml) y AUC (2,57
µg*h/ml) correspondieron a la formulación MLX:AMX:Sacarina. Los valores de
Cmax (3,2 µg/ml) del control fueron los más bajos. Sin embargo, el análisis ANOVA
de las Cmax demuestra que no existen diferencias significativas entre ambas formu-
laciones, entre cada formulación y la disolución control, ya que los valores de P son
todos mayores de 0,05.
El valor más bajo de AUC de MLX (2,169 µg*h/ml) fue el de la formulación
MLX:AMX:CD. Sin embargo, el análisis ANOVA de AUC de MLX revela que
no existen diferencias significativas entre el AUC del control y de la formulación
MLX:AMX:CD (P=0,911) o de la formulación MLX:AXM:Sacarina (P=0,144). Pero
sí hay diferencias significativas entre la formulación MLX:AMX:Sacarina con la for-
mulaciónMLX:AMX:CD (P=0,009). Por lo tanto la formulaciónMLX:AMX:Sacarina
demostró tener la mejor biodisponibilidad.
Los resultados farmacocinéticos obtenidos pueden ser influidos por los excipientes
utilizados y el proceso de preparación de las formulaciones. Los excipientes emplea-
dos, como CD y Sacarina, aumentaron la solubilidad de MLX, y también de esta
forma mejoraron los valores farmacocinéticos y biofarmacéuticos de las formulacio-
nes, siendo la formulación MLX:AMX:Sacarina la mejor.
9.3. Discusión parcial
Los cambios en los valores plasmáticos de las formulaciones pueden estar direc-
tamente relacionados con la composición de las mismas [7], teniendo en cuenta los
excipientes utilizados para mejorar la solubilidad de MLX. La absorción, y la dis-
tribución de las formulaciones en el organismo siguen un comportamiento análogo
presentando todas ellas una distribución bifásica con una primera fase de eliminación
rápida seguida de otra mucho más lenta.
En estudio farmacocinético comparativo de las formulaciones seleccionadas y
de la disolución control, se ha demostrado que la formulación MLX:AXM:Sacarina
obtuvo los mejores valores farmacocinéticos, tanto de AUC como de Cmax, por lo
tanto desde el punto de vista farmacocinético la formulación MLX:AMX:Sacarina
fue la mejor. Los valores Tmax a los 5 min son iguales y los valores obtenidos de
RTM y T1/2β son similares entre todas las formulaciones y el control para ambos
fármacos.
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Capítulo 10
Estudio de estabilidad de las formulaciones
seleccionadas
En el capitulo se detalla:
Estudio comparativo de estabilidad de las formulaciones MLX:AMX:CD y
MLX:AMX:Sacarina.
Estudio de estabilidad en condiciones de utilización de las formulaciones re-
constituidas.
Caracterizacion química-fisica de la formulación MLX:AMX:Sacarina median-
te calorimetría diferencial de barrido (DSC).
10.1. Estudio comparativo de estabilidad de las formulaciones
seleccionadas
El estudio de estabilidad de las formulaciones finales MLX:AMX:CD y
MLX:AMX:Sacarina realizado según ICH [1] se ha llevado a cabo con el fin de
compararlas y poder establecer su periodo de validez. Para realizar estos estudios se
prepararon muestras de los distintos productos liofilizados en viales cerrados bajo
las siguientes condiciones de estabilidad:
Temperatura 25 oC durante un año (condiciones de almacenamiento). Se to-
maron muestras a tiempo 0, 15, 30 días, 2, 3, 6 y 12 meses para el estudio de
estabilidad en condiciones de almacenamiento.
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Temperatura 40 oC durante seis meses (condiciones de estudio acelerado). Se
tomaron muestras a tiempo 0, 15, 30 días, 2, 3 y 6 meses para estudio de
estabilidad en condiciones aceleradas.
Se evaluaron los siguientes parámetros:
Estabilidad química: se prepararon soluciones de las muestras tomadas a los dis-
tintos tiempos con concentraciones de AMX aproximadamente de 40 µg/ml y MLX
aproximadamente de 2 µg/ml, que fueron filtradas por el filtro de membrana de 0,45
µm, valorando por duplicado los contenidos de MLX y AMX mediante el método
de HPLC explicado en el apartado 4.3.7. Los contenidos de principios activos deben
estar comprendidos entre 90-110% para que puedan ser consideradas como estables.
Estabilidad física:
Propiedades organolépticas del producto liofilizado: Se evaluaron los cambios
de color, olor de las muestras tomadas a los distintos tiempos en comparación
con la muestra estudiada al comienzo del estudio. Las muestras se considera-
ron estables siempre que presenten un color amarillo claro, sean compactas y
prácticamente inodoras.
Reconstitución, aspecto y propiedades organolépticas del líquido reconstituido:
Se estudió la facilidad en la reconstitución de las muestras tomadas a los dis-
tintos tiempos, así como su aspecto, aparición de precipitados, color y olor.
Las muestras se consideraron como estables siempre que su tiempo de recons-
titución fuese corto y diesen lugar a una solución límpida y transparente, de
color amarillo claro.
pH del reconstituido: Se evaluaron los cambios de pH de las formulaciones re-
constituidas a cada tiempo mediante el empleo de un pHmetro Mettler Toledor
MP230. El pH de las distintas muestras debía estar comprendido entre 7,4 y
8,8 para ser consideradas como estables.
Tamaño de las partículas del reconstituido: Se determinó el tamaño de las
partículas de las muestras tomadas a los distintos tiempos mediante el equipo
Microtrac Zetatrac. El líquido reconstituido debe ser una disolución libre de
partículas, por lo tanto el tamaño de las partículas no supera 1 nm.
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La AMX se degrada con facilidad mediante un proceso de hidrólisis. AMX en
disolución acuosa almacenada durante 7 días a temperatura ambiente, pierde un
50% de su actividad, mientras que a una temperatura de 4 oC, prácticamente no se
degrada [2]. Sin embargo, de acuerdo con los trabajos de Erah y col. [3], en los medios
con un intervalo de pH de 4,0-8,0 la AMX presenta una elevada estabilidad con
porcentajes de degradación inferiores a un 0,8% después de 60 min a temperatura
37 oC. Por lo tanto, durante la preparación de las formulaciones liofilizadas de MLX
y AMX sódica mediante un proceso de disolución de AMX en un tampón pH 8,8 y
su posterior de liofilización, la cantidad de este antibiótico degradada por hidrólisis
en medio alcalino es mínima, ya que su valoración por un método selectivo, como
es el HPLC, en las formulaciones obtenidas revela un rendimiento casi del 100%.
Se han descrito en la literatura varios estudios de estabilidad de diferentes formas
farmacéuticas de AMX [4, 5, 6, 7, 8], demostrando que la materia prima seca, y
los polvos de administración oral secos, y cápsulas de AMX mantienen su actividad
completa durante 5 años, aunque normalmente el período de validez es de 3 años.
MLX es una molécula químicamente estable [9]. La formulación inyectable de
MLX ha demostrado ser estable durante 36 meses a 25 oC/HR 60% [10]. En un es-
tudio de estabilidad realizado por Nalluri y col. [11] se ha observado que los compri-
midos de MLX y ciclodextrina se mantienen estables durante 6 meses en condiciones
aceleradas de 40 oC/HR 75%.
En las tablas 10.1 y 10.2 se resumen los resultados obtenidos en los estudios de
estabilidad realizados sobre la formulación liofilizada MLX:AMX:CD. A temperatu-
ra ambiente (25 oC) la formulación permaneció estable física y químicamente, ya que
al cabo de 12 meses de almacenamiento, no se produjeron cambios en las propieda-
des del producto liofilizado ni del líquido reconstituido. Los valores de pH, tamaño
medio de las partículas y contenido en principios activos sufrieron alteraciones con
el tiempo, pero se mantuvieron dentro de los límites de aceptación.
Por otro lado, las formulaciones MLX:AMX:CD almacenadas a 40 oC, al cabo de
6 meses, no sufrió variaciones en las propiedades organolépticas tanto en el producto
liofilizado como en su disolución reconstituida. Sin embargo, se observó una ligera
disminución del pH que permaneció dentro del rango de la normalidad (de 7,4-8,8)
y un incremento de tamaño medio de las partículas: 1,720 nm a los 6 meses. El con-
tenido de AMX a ese mismo tiempo disminuyó, oresentando un 89,12% (por debajo
de los limites de aceptación), mientras el contenido de MLX sigue manteniendo a
96,8%, debido a que el antibiótico es menos estable al calor que el antiinflamatorio.
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En las tablas 10.3 y 10.4 se resumen los resultados obtenidos en los estudios
de estabilidad realizados sobre las formulaciones liofilizadas MLX:AMX:Sacarina.
En los estudios a 25 oC esta formulación también permaneció estable tanto física
como químicamente durante 1 año, ya que no se produjeron cambios organolépticos
ni en los liofilizados ni en las soluciones reconstituidas, siendo el liofilizado de un
color amarrillo, de una estructura consistente y prácticamente inodoro y el líquido
reconstituido transparente y de un color amarrillo claro. Tampoco se observaron
variaciones en el tamaño de las partículas de la solución constituida y el valor de pH
permaneció constante con un valor aproximado de 8,0. Además, los contenidos en
ambos principios activos estaban comprendidos dentro de los valores considerados
normales.
Los resultados de los estudios acelerados de esta formulaciónMLX:AMX:Sacarina
se muestran en la tabla 10.4. Las propiedades organolépticas de los liofilizados, el
aspecto de las soluciones reconstituidas y el tiempo de reconstitución permanecieron
en el rango de especificaciones. Sin embargo, al finalizar el estudio (a los 6 meses) se
produjo una disminución del pH a 7,65, este valor permanece en el rango de acepta-
ción pero indica que la temperatura de almacenamiento afecta a la estabilidad física
de la formulación. Además, el tamaño medio de las partículas aumentó a 1,450 nm
en las soluciones obtenidas. Los contenidos de MLX y AMX también disminuyeron
hasta un 95,74% y 90,12%, respectivamente, manteniéndose dentro de los límites
de aceptación. Por lo tanto se empieza a observar variaciones tanto en propiedades
físicas como químicas de la formulación a partir de los 6 meses de almacenamiento
a la temperatura de 40 oC.
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CAPÍTULO 10. ESTUDIO DE ESTABILIDAD DE LAS FORMULACIONES SELECCIONADAS
Como conclusión del estudio comparativo de estabilidad de las formulaciones
MLX:AMX:CD y MLX:AMX:Sacarina, se puede confirmar la estabilidad de ambas
formulaciones tanto física como químicamente a 25 oC durante un año. Se observó
una disminución de los contenidos de ambos fármacos y también una variación en
el tamaño medio y pH de las disoluciones reconstituidas a 40 oC. El MLX demostró
ser más estable frente al calor que AMX.
La formulación MLX:AMX:Sacarina ha demostrado ser ligeramente más estable
químicamente a 40 oC. Además, el excipiente utilizado, Sacarina, ofrece también la
ventaja de resultar más económico. Por lo tanto se llevó a cabo un estudio de carac-
terización de la formulación MLX:AMX:Sacarina mediante la técnica instrumental
DSC, que se detallará en el apartado 10.3.
10.2. Estudio de estabilidad en condiciones de utilización de
las formulaciones seleccionadas
Se estudiaron la estabilidad a la temperatura ambiente de las disoluciones ob-
tenidas después de la reconstitución de los productos liofilizados. El objetivo fue
determinar el intervalo de tiempo que podría transcurrir entre la reconstitución de
la formulación y su administración, sin que se produjesen fenómenos de degradación
de principios activos, según ICH [1].
Al tratarse de formulaciones de administración inmediata después de su recons-
titución, los estudios de estabilidad se realizaron durante 24 horas, ya que, consi-
derando que la administración es por vía intramuscular, un día suponía un margen
de seguridad suficientemente amplio ante retrasos en la administración de dicho
preparado.
Para realizar el estudio, se procedió a la reconstitución con agua destilada del
producto liofilizado, almacenándose posteriormente a temperatura ambiente. Du-
rante todo el estudio se observó si se producían alteraciones en el aspecto externo
del reconstituido, con aparición de precipitados, o alteraciones en el color o en la
transparencia de las muestras almacenadas. Se tomaron muestras al inicio y al final
del estudio, sobre las que se evaluaron los siguientes parámetros:
Estabilidad química: se prepararon soluciones de las muestras tomadas a los dis-
tintos tiempos con concentraciones de AMX aproximadamente de 40 µg/ml y MLX
aproximadamente de 2 µg/ml, que fueron filtradas por el filtro de membrana de 0,45
µm, valorando por duplicado los contenidos de MLX y AMX mediante el método
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de HPLC explicado en el apartado 4.3.7. Los contenidos de principios activos deben
estar comprendidos entre 90-110% para que puedan ser consideradas como estables.
Estabilidad física: se valoraron los cambios en el aspecto (color, olor, transparen-
cia), el tamaño de partículas y pH de los sistemas reconstituidos, comparándolos
con los resultados observados en las muestras estudiadas al comienzo del ensayo.
Las disoluciones fueron consideradas estables siempre que presentaran un tamaño
de partículas inferior a 1 nm, valores de pH comprendidos entre 7,4 y 8,8, color
amarillo claro, y un aspecto totalmente transparente.
Los resultados obtenidos en el estudio de estabilidad en condiciones de utilización
de las formulaciones reconstituidas aparecen reflejados en la tabla 10.5.
Tabla 10.5. Resultado de estudio de estabilidad en condiciones de utilización de las
formulaciones MLX:AMX:CD y MLX:AMX:Sacarina.
Parámetros analizados
Tiempo Tamaño medio Contenido Contenido
(horas) Aspecto de las pH de de
particulas (nm) AMX (%) MLX (%)
Formulación MLX:AMX:CD
0 Cumple 0,91 7,98±0,10 99,7±0,02 98,5±0,03
24 Cumple 0,96 8,02±0,09 98,6±0,07 98,7±0,04
Formulación MLX:AMX:Sacarina
0 Cumple 0,947 8,13±0,04 98,7±0,07 99,3±0,01
24 Cumple 0,97 8,09±0,10 98,1±0,03 98,9±0,24
Las dos formulaciones seleccionadas siguieron siendo estables en todos los aspec-
tos analizados en un periodo de 24 horas tras su reconstitución.
10.3. Caracterización de formulaciónMLX:AMX:Sacarina por
DSC
Con el fin de observar si existen cambios en la estructura cristalina de las for-
mulaciones seleccionadas al utilizar excipientes como glicina y sacarina sódica para
mejorar la solubilidad de MLX, se realizó un estudio de calorimetría diferencial de
barrido (DSC) de las materias primas, mezcla física entre excipientes, mezcla física
de la formulación, el placebo y la formulación MLX:AMX:Sacarina.
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El termograma de MLX (Fig. 10.1.) muestra un pico endotérmico a 252,25 oC,
correspondiente a su punto de fusión, y un punto exotérmico, a continuación. Esto
se explica por la degradación de MLX [9].
Figura 10.1. Espectro calorímetro de MLX.
El termograma de AMX (Fig. 10.2) muestra un pico endotérmico a 183,03 oC
(∆H=-16,29 Jg-1), también correspondiente a su temperatura de fusión. Marciniec y
cols. [8] observaron que la AMX trihidrato poseía un punto de fusión similar a 190,1
oC. Además, la AMX muestra un pico exotérmico que corresponde a su degradación
[12].
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Figura 10.2. Espectro calorímetro de AMX.
Con respecto a la glicina (Fig. 10.3), se puede observar que se produce la aparición
de un único pico endotérmico correspondiente al punto de fusión del compuesto a
246,17 oC (∆H=-1441,82 Jg-1) [13].
Por el contrario, en el termograma de sacarina sódica (Fig. 10.4) aparecen dos
picos endotérmicos, un pico a 128 oC y un pico a 216 oC.. El primer pico corres-
ponde a la cantidad de agua existente en la muestra de sacarina sódica, los picos
endotérmicos de 100-160 oC, suelen coincidir con la pérdida de agua en las muestras
[14]. El segundo pico a 216 oC (∆H=-74,77 Jg-1) corresponde al punto de fusión del
compuesto [13].
En el termograma de la mezcla física (1:20) de dos principios activos MLX, y
AMX (Fig. 10.5), aparecen dos picos endotérmicos correspondientes a los puntos de
fusión de ambos principios activos MLX y AMX a 252oC y 183oC, respectivamente.
De esta manera demostró que no hay interacción entre las dos sustancias activas.
Someshwar K y cols. [15] también utilizaron la técnica DSC para estudiar la inter-
acción entre la tizanidina y los excipientes usados en los comprimidos efervescentes,
y el pico endotérmico de tizanidina se conservó al mezclarse con los excipientes
indicando la no interacción entre el fármaco y excipientes.
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Figura 10.3. Espectro calorimétrico de glicina.
Figura 10.4. Espectro calorimétrico de sacarina sódica.
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Figura 10.5. Espectro calorimétrico de la mezcla de MLX:AMX a la relación 1:20.
Con respecto al termograma de la mezcla física de AMX, MLX, glicina y sacarina
sódica correspondiente a la formulación desarrollada (Fig. 10.6) se observaron dos
picos endotérmicos, uno a 130 oC, tal vez debido a la pérdida de agua existente en
la muestra y otro a 213 oC, correspondiente a la sacarina sódica. Asimismo, ya no
aparecen los picos correspondientes a loa fármacos. De alguna forma, el efecto de
disolución de los fármacos con los excipientes usados causa la desaparición de los
picos [16].
En el termograma del placebo de la formulaciónMLX:AMX:Sacarina (Fig. 10.7),
se observaron se observaron dos picos endotérmicos, uno a 126 oC tal vez debido a la
pérdida de agua existente en la muestra y otro a 243 oC, correspondiente a la glicina.
La disolución de excipiente sacarina sódica en el tampón glicina/NaOH pH 8,8 y su
posterior proceso de lioflización hace que se desaparace los picos correspondientes a
cada componente, Lu y Pikal surgieren que la estructura cristalina rígida de glicina
proporciona un buen matrix para soportar el ¨cake¨ de liofilizado [17].
En el termograma de la formulación MLX:AMX:Sacarina, sólo aparece un pico
endotérmico a 154 oC, y desaparecen los picos correspondientes a cada componente
del inyectable, indicando la desaparición de la estructura cristalina inicial de ambos
principios activos. Nassab y col. [9] obtuvieron un resultado similar cuando realizaron
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Figura 10.6. Espectro calorimétrico de la mezcla física de MLX, AMX, glicina y sacarina
sódica correspondiente a la formulación MLX:AMX:Sacarina.
Figura 10.7. Espectro calorimétrico del placebo de la formulación MLX:AMX:Sacarina.
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un estudio sobre el complejo binario entre MLX y manitol.
Figura 10.8. Espectro calorimétrico de la formulación MLX:AMX:Sacarina.
10.4. Conclusión parcial
El estudio de estabilidad ha demostrado que las formulaciones seleccionadas son
estables físicamente y químicamente hasta un año de estudio. También las formu-
laciones reconstituidas son estables tanto físicamente y químicamente durante 24
horas después de su reconstitución.
El estudio de caracterización por DSC para la formulación MLX:AMX:Sacarina,
ha mostrado que esta formulación posee una estructura amorfa ya que desaparecen
los picos endotérmicos característicos de cada componente de partida.
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Discusión final
Se ha estudiado la influencia de varios excipientes apropiados para la administra-
ción parenteral: surfactantes (Tweenr 80, Spanr 85, lecticina de soja), hidratos de
carbono (manitol, glucosa, sorbitol), sacarina sódica, un polímero aniónico (carbo-
xilmetilcelulosa) e hidroxipropil- β-ciclodextrina en la solubilidad de MLX en medio
acuoso y en tampón NaOH/glicina a pH 7,4, 8,8 y 9,8. Se observa que los surfactan-
tes mejoran el coeficiente de saturación de MLX en agua debido a la formación de
micelas, los azucares (con excepción de manitol), sacarina sódica y carboximetilce-
lulosa ayudan a aumentar la solubilidad máxima de MLX mediante la formación de
los puentes de hidrógeno, y la hidroxipropil- β-ciclodextrina forma un complejo de
inclusión 1:1 con MLX aumentando de este manera su solubilidad. La molécula de
MLX presenta dos valores de pKa (4,18 y 1,09). En los medios a pH 7,4, 8,8 y 9,8,
por encima del pKa 4,18 del fármaco su solubilidad aumenta al ionizarse su molé-
cula. Sin embargo, la solubilidad de MLX no sólo depende del pH del medio, sino
también de su fuerza iónica, por lo tanto al aumentar el pH del medio hasta 11,2,
la solubilidad de saturación de MLX disminuye debido a su momento multipolar
bastante acentuado. También, un incremento de solubilidad de MLX se observó al
aumentar la cantidad de glicina en el tampón glicina/NaOH de pH 8,8.
Mediante el potencial de solubilización k calculado sobre el coeficiente de solubi-
lidad de MLX para los distintos sistemas tampón: excipiente, se obtuvieron los dos
aditivos (Tweenr 80 y sacarina sódica) que más aumentan la solubilidad del princi-
pio activo. Asimismo la presencia de hidroxipropil- β-ciclodextrina en los tampones
pH 8,8 y 9,8 aumenta la solubilidad total de MLX.
A partir de los resultados de las pruebas de solubilidad, se han realizado varias
formulaciones de MLX liofilizadas a dosis de 5 mg/ml. Se llevó a cabo la caracte-
rización de estas primeras formulaciones mediante la prueba de reconstitución, la
medición de pH, los aspectos organolépticos y la valoración química. Se obtuvieron
dos formulaciones (MLX:CD y MLX:Sacarina) que mostraron los mejores
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resultados de solubilidad, debido a la utilización de sacarina sódica e hidroxipropil-
β-ciclodextrina, realizados en el tampón pH 8,8, más cercano al pH fisiológico. Par-
tiendo de estas formulaciones, se elaboraron los inyectables de dos principios activos
MLX y AMX (formulación MLX:AMX:CD y MLX:AMX:Sacarina) mediante la so-
lubilización de MLX y AMX a pH 8,8 en presencia de los excipientes: sacarina sódica
al 0,9% e hidroxipropil-β-ciclodextrina al 7,5% y posteriormente fueron liofilizadas.
Las formulaciones finales (MLX:AMX:CD y MLX:AMX:Sacarina) cumplieron
con la prueba de reconstitución, ya que al añadir el agua destilada el liofilizado se
disolvió instantáneamente obteniéndose disoluciones límpidas, transparentes y de
color amarillo. Respecto a la valoración del contenido de los principios activos, se
obtuvieron valores dentro de los límites de aceptación. Se ha observado un descenso
del pH final de la disolución reconstituida, mostrando un valor alrededor de 8,1. Este
descenso puede ser debido a las características ácidas de MLX y de los excipientes
utilizados.
A continuación, se ha realizado el estudio de caracterización físico-química de las
formulaciones liofilizadas mediante las siguientes técnicas instrumentales: IR, XRD,
SEM ya que son útiles en el estudio de productos sólidos.
Se ha realizado un estudio de IR para las formulaciones que contenían sólo MLX
(formulación MLX:CD y MLX:Sacarina). Se ha observado que en el espectro IR
de la formulación MLX:CD, una de las bandas específicas de la sustancia activa,
correspondiente a la vibración elástica de los grupos carbonilo (1612,22 cm-1), se
desplazó y disminuyó de intensidad. Además, no se detectó la vibración de tensión
atribuida a los grupos amida, indicando la existencia de una fuerte interacción entre
MLX y la HP-β-CD. Probablemente, estos cambios tan drásticos fueron debidos a
la formación de puentes de hidrógeno entre la molécula hospedadora (HP-β-CD) y
el huésped (MLX). Por otro lado, en el estudio IR de la formulación MLX:Sacarina
se ha observado un descenso en la intensidad de las bandas correspondientes a las
vibraciones de tensión de los enlaces N-H y S=O de la sustancia activa, además de un
ligero desplazamiento de la señal asignada a la vibración de tensión del enlace C=N
y un pico característico de los enlaces C-O a 3415,0 cm-1, proveniente de la sacarina
sódica y de la glicina. Estos resultados permiten considerar que posiblemente se
hayan formado interacciones entre los grupos N-H y C=N del MLX, y los C=O de
la glicina.
En el estudio de XRD, partiendo de las materias primas de naturaleza cristalina,
el espectro de difracción para ambas formulaciones finales MLX:AMX:CD y
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MLX:AMX:Sacarina muestra un perfil sin picos de intensidad destacada indicando
la naturaleza amorfa de los liofilizados. El resultado de esta pérdida de cristalinidad
posiblemente es debida al proceso de preparación de las formulaciones y liofilización
llevados a cabo, causando que las sustancias se disuelvan totalmente en los medios
utilizados. En el estudio de SEM, las microfotografías obtenidas de las formulaciones
demuestran las estructuras planas con algunas escamas en la superficie. Este resul-
tado es acorde con los obtenidos en XRD ya que las sustancias de partida pierden
totalmente su forma cristalina. La estructura amorfa de las formulaciones facilita su
solubilización, de ahí que puedan cumplir con la prueba de reconstitución
Se tratan de formulaciones para uso parenteral, por lo tanto es necesario realizar
las pruebas sobre su inocuidad antes de su aplicación in vivo. El estudio de hemóli-
sis es un método sencillo y fiable para estimar el posible daño que se produce en la
membrana celular debido a la acción de ciertas sustancias hemolíticas. La hemólisis
puede ser causada por las sustancias activas y los excipientes utilizados. Las sustan-
cias activas: AMX y MLX han demostrado ser hemocompatibles, sin embargo los
excipientes usados: ciclodextrina y sacarina sódica poseen efectos hemolíticos según
la bibliografía consultada. Por lo tanto, se ha realizado el estudio con las formula-
ciones finales en una relación de formulación:sangre 1:1, manteniéndolos en contacto
durante una hora. El resultado del porcentaje de hemólisis (H) de las formulaciones
y sus placebos es inferior a 2%, muy por debajo del valor crítico 10% (por encima
del cual se podría producir un hemólisis in vivo). Se ha observado que el porcen-
taje de hemólisis de la formulación MLX:AMX:CD es inferior al porcentaje de su
placebo mostrando que la ciclodextrina causa un menor efecto hemolítico cuando
está formando el complejo de inclusión con el fármaco. Por otro lado, se ha reali-
zado la prueba de precipitación in vitro que es un método sencillo para valorar el
posible riesgo de precipitación de las sustancias activas con baja solubilidad acuosa.
La prueba de precipitación in vitro estática consiste en la dilución en serie de las
formulaciones con PBS, para la visualización durante 1 hora de la posible aparición
de precipitados y la posterior valoración espectrofotométrica de MLX después de 24
horas. El resultado obtenido en esta prueba es la ausencia de precipitaciones duran-
te la primera hora tras su disolución en serie de ambas formulaciones, asimismo las
cantidades valoradas espectrofotométricamente de MLX en cada disolución obtenida
corresponden a la cantidad teórica de la misma. Por lo tanto, a pH fisiológico no se
produce la precipitación de este principio activo.
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Se ha llevado a cabo un estudio farmacocinético comparativo de las formulaciones
finales y de la disolución control utilizando ratones como animales de experimenta-
ción. Se han obtenido los perfiles farmacocinéticos similares tanto de MLX y AMX
entre ambas formulaciones y de la disolución control. Se obtuvieron las concentracio-
nes plasmáticas máximas de MLX y AMX a los 5 min después de su administración
i.m., demostrando así una rápida absorción. Además, se han comparado algunos
parámetros farmacocinéticos entre ambas formulaciones y la disolución control, que
son la concentración máxima plasmática (Cmax) y el área bajo la curva (AUC).
Se observa que Cmax y AUC de las formulaciones estudiadas son superiores que
las obtenidas por la disolución control. El uso de excipientes mejora la solubilidad
de MLX y posiblemente produce un incremento de su biodisponibilidad. Por otro
lado, entre ambas formulaciones seleccionadas la que posee los mejores parámetros
farmacocinéticos corresponde a la formulación MLX:AMX:Sacarina.
También se ha realizado un estudio de estabilidad de las formulaciones finales en
dos condiciones de almacenamiento diferentes: a temperatura ambiente (25oC) du-
rante 12 meses y en condiciones aceleradas (40oC) durante 6 meses. Se valoraron las
propiedades tanto físicas como químicas de los inyectables. Dentro de las propieda-
des físicas se estudiaron sus propiedades organolépticas, el tiempo de reconstitución,
el pH y el tamaño de partícula. En todos lo parámetros no se observaron cambios
durante los 12 meses de estudio. La cantidad de MLX y AMX valorada por HPLC
cumplió los límites de aceptación (90-110%) durante los 12 meses del estudio a 25oC
(ver Fig. 50,51)). En el estudio de estabilidad bajo condiciones aceleradas se ha ob-
servado una mayor degradación de las sustancias activas. A los 6 meses el contenido
de AMX de la formulación MLX:AMX:CD ha disminuido hasta 89,12%, mientras
el contenido de MLX de la misma formulación sigue manteniéndose en los límites de
aceptación (96,8%) ya que la AMX es menos estable a las altas temperaturas. Con
respecto a la formulación MLX:AMX:Sacarina en condiciones aceleradas, se produjo
un descenso del pH a 7,65 dentro de los límites de aceptación (pH 7,4-8,8) indicando
que la temperatura de 40oC afecta a la estabilidad física de la formulación. Por otro
lado, los contenidos de MLX y AMX también disminuyeron a los 6 meses hasta
valores de 95,74% y 90,12%, respectivamente dentro de los límites de aceptación
(90-110%). Por lo tanto se han producido variaciones tanto en propiedades físicas
como químicas de la formulación a partir de los 6 meses de almacenamiento a 40oC.
Al comparar ambas formulaciones, la formulación MLX:AMX:CD ha demostrado
ser ligeramente más inestable ya que en condiciones aceleradas hay una mayor
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degradación de AMX presentando una concentración de 89,12% a los 6 meses.
Además, se estudió la estabilidad en condiciones de utilización. Las formulacio-
nes son liofilizadas que se administran inmediatamente después de su reconstitución.
Por lo tanto se valoraron las propiedades físico-químicas de las disoluciones recons-
tituidas al inicio y al cabo de 24 horas. No se han observado cambios tanto físicos
como químicos durante el estudio, confirmando la estabilidad de las formulaciones
seleccionadas durante ese tiempo.
La formulación MLX:AMX:Sacarina ha demostrado tener mejor biodisponibili-
dad y estabilidad química respecto a la formulación MLX:AMX:CD, y además el
coste del excipiente utilizado resulta ser más asequible, lo cual lo hace más atrac-
tivo de cara a ser empleado en la industria farmacéutica veterinaria. Por todo ello,
esta formulación fue seleccionada para llevar a cabo un estudio de caracterización
mediante la técnica instrumental calorimetría diferencial de barrido (DSC). En este
estudio, se ha observado que los picos característicos de las sustancias activas MLX
y AMX desaparecen en los termogramas de la formulación, indicando la aparición
de una estructura amorfa que influye positivamente en el incremento de solubilidad
del MLX.
Figura 11.1. El procentaje de contenido de fármacos de la formulación
MLX:AMX:Sacarina y sus desviaciones estándar al frente del tiempo
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Figura 11.2. El procentaje de contenido de fármacos de la formulación MLX:AMX:CD y
sus desviaciones estándar al frente del tiempo
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Conclusiones
1. Se estudia la influencia de distintos excipientes: surfactantes, hidratos de car-
bono, sacarina sódica y un polímero aniónico, en la solubilidad de MLX en
medios acuosos y tampones de pHs 7,4, 8,8 y 9,8. Se observó una mejora de la
concentración de saturación utilizando surfactantes mediante la formación de
micelas y con el empleo de sacarina sódica y azúcares por la posible formación
de puentes de hidrógeno. Se demostró que la concentración de saturación de
MLX dependía del pH y de la polaridad del medio, aumentando exponencial-
mente en el rango de pH de 7,4 a 9,8 y a partir de valores de pH mayores, la
polaridad del medio era determinante en la solubilización del MLX.
2. Mediante la utilización de cantidades crecientes de hidroxipropil- β-ciclodextrina
se forman complejos de inclusión con MLX con una mayor solubilidad en el
rango de pHs de 7,4 a 9,8.
3. Se modificó el tampón de pH 8,8 aumentando la concentración de glicina y se
observó un incremento proporcional en el coeficiente de solubilidad de MLX.
4. Partiendo de los resultados de preformulación, se elaboraron dos formulaciones
lioflizadas: MLX:AMX:Sacarina y MLX:AMX:CD, ambas con una dosis de
AMX de 1000 mg/ml y de 5 mg/ml de MLX, empleándose un medio de pH
8,8 con los excipientes más adecuados(sacarina sódica al 0,9% e hidroxipropil-
β-ciclodextrina al 7,5%).
5. Los estudios de IR sobre las formulaciones de MLX evidenciaron la existencia
de interacciones entre los distintos excipientes y el fármaco, formando com-
plejos de inclusión con HP-β-CD (en el caso de la formulación MLX:CD) y
de puentes de hidrógeno con sacarina sódica (en el caso de la formulación
MLX:Sacarina). Estas interacciones ayudaron a solubilizar el MLX que es po-
co soluble en medio acuoso.
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6. Los halos amorfos obtenidos en difracción de rayos X para ambas formulacio-
nes seleccionadas indican la presencia de una estructura amorfa, lo cual facilita
su solubilización. Estos resultados coinciden con los obtenidos en microscopía
electrónica de barrido en la que se aprecia la desaparición de estructuras cris-
talinas de los materiales de partida en ambas formulaciones.
7. Las formulaciones desarrolladas demostraron ser inocuas in vitro mediante el
estudio de hemólisis y la prueba de precipitación.
8. El estudio farmacocinético comparativo entre las formulaciones seleccionadas
y la disolución control ha demostrado que la formulación MLX:AXM:Sacarina
obtuvo los mejores valores farmacocinéticos tanto de AUC, como de Cmax
siendo la que posee una biodisponibilidad más adecuada.
9. El estudio de estabilidad a temperatura ambiente ha demostrado que las for-
mulaciones seleccionadas son estables física y químicamente durante un año.
Asimismo, el estudio de estabilidad en condiciones de utilización ha demostra-
do, también, que las formulaciones seleccionadas son estables física y química-
mente hasta 24 horas después de su reconstitución.
10. Se llevó a cabo un estudio de caracterización por calorimetría diferencial de
barrido de la formulación MLX:AMX:Sacarina debido a su adecuada estabi-
lidad, ligeramente superior a la formulación MLX:AMX:CD, y por el coste
del excipiente utilizado. La formulación seleccionada ha demostrado presentar
una estructura típicamente amorfa ya que desaparecen los picos endotérmicos
característicos de cada componente de partida.
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